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Hialuronidases são enzimas que medeiam a degradação do ácido hiaiurônico 
(AH), aumentam a permeabilidade de tecidos conjuntivos e decrescem a 
viscosidade dos fluidos corporais. São comuns em venenos animais, estando 
presentes no veneno de aranhas do gênero Loxoceles, e referidas como um “fator 
de espalhamento” das demais toxinas. Anteriormente, uma isoforma de 
hialuronidase recombinante de Loxosceles intermedia (DHAase, Dietrich's 
hyaluronidase) foi produzida em sistema de expressão procarioto como uma 
proteína recombinante insolúvel necessitando de processo de redobramento in vitro 
para sua solubilização e atividade. A utilização de modelos de expressão baseados 
em células de inseto foi a abordagem escolhida neste trabalho como um método 
alternativo de expressão dessa enzima capaz de estabelecer modificações pós- 
traducionais e produzir uma proteína recombinante com características 
semelhantes à enzima nativa. O trabalho descreve a obtenção e purificação bem- 
sucedida de uma isoforma de hialuronidase recombinante de L. intermedia em 
sistema eucarioto, ativa e possivelmente mais próxima a conformação nativa que a 
isoforma produzida em sistema procarioto. Os processos de purificação e 
ímunodetecção foram demonstrados em ensaios de SDS-PAGE e Western blotting 
e a comprovação da produção da enzima ativa foi demonstrada em ensaios de 
degradação de agarose, zimografia e turbidimetria. A função da enzima como "fator 
de espalhamento” no veneno de L. intermedia foi confirmada por meio de ensaios 
de dermonecrose experimental em coelhos e de permeabilidade vascular em 
camundongos. Em ambos testes biológicos a enzima mostrou aumentar a área de 
ação da fosfolipase-D recombinante. Como fatores de espalhamento, as 
hialuronidases têm um papel relevante no desenvolvimento dos sintomas após os 
acidentes e, por isso, há uma busca por moléculas que inibam a atividade dessas 
enzimas. A  N-acetilcisteína (NAC) é uma molécula amplamente utilizada na clínica 
com seu uso aprovado há mais de 30 anos e estudos farmacocinéticos, 
farmacodinâmicos e de toxicidade bem estabelecidos. Sua ação inibitória sobre 
rnetaloproteases e hialuronidases tem sido demonstrada. A inibição da 
hialuronidases e rnetaloproteases de venenos loxoscélicos pela N-acetil cisteína 
(NAC) foi demonstrada através de ensaios de turbidimetria e zimograma. Assim, 
pela primeira vez uma hialuronidase de veneno de Loxosceles foi produzida por 
sistema de expressão eucarioto. Essa enzima recombinante -  LiHyal2 -  é uma 
bioferramenta importante com características muitos semelhantes à hialuronidase 
nativa e deve continuar a auxiliar na elucidação dos mecanismos do loxoscelismo. 
A  inibição da sua atividade enzimática pela N-acetilcisteína também demonstra a 
importância da LiHyal2 na busca por uma terapia específica para os pacientes 
picados por estas aranhas.
PALAVRAS-CHAVES: HIALURONIDASE; LOXOSCELES; CÉLULAS Sf9.
ABSTRACT
Hyaluronidases are a group of enzymes that mediate the degradation of 
hyaluronic acid (HA), increase the permeability of connective tissues and decrease 
the viscosity of body fluids. They are common in animal venoms. They are present 
in the Loxoceles spider venom and known as “spreading factors” of the other toxins. 
Previously, a recombinant hyaluronidase isoform of Loxoceles intermedia (DHAase, 
Dietrich’s hyaluronidase) was produced in a prokaryotic expression system as an 
insoluble recombinant protein, requiring in vitro refolding for its solubilization and 
activity. The use of expression models based on insect cells was the approach used 
in this work, as an alternative method of expression of this enzyme. Eukaryotic 
systems can perform post-translational modifications and produce a recombinant 
protein with characteristics closer to the native enzyme. The data show the obtaining 
and successful purification of a recombinant hyaluronidase isoform of L. intermedia 
in eukaryotic system, in its active form and possibly closer to its native conformation 
than was the isoform previously produced in prokaryotic system. The purification and 
immunodetection processes were demonstrated in SDS-PAGE and Western blotting 
assays and the evidence of active enzyme production was demonstrated by 
hyaluronic acid degradation visualized by agarose gel, zymography and turbidimetry 
assays. The function of the enzyme as a "spreading factor" in the L. intermedia 
venom was confirmed through experimental dermonecrosis in rabbits and vascular 
permeability in mice. In both biological tests, the enzyme was able to increase the 
dermonecrosis area produced by recombinant phospholipase-D and increased the 
vascular permeability. As spreading factors, hyaluronidases have a relevant role in 
the development of symptoms after accidents and, therefore, there is a search for 
hyaluronidase inhibitors. N-acetylcysteine (NAC) is a molecule widely used in the 
clinic and its use is approved for over 30 years with well-established 
pharmacokinetic, pharmacodynamic and toxicity studies. Its inhibitory action against 
metalloproteases and hyaluronidases has been demonstrated. The inhibition of 
hyaluronidases and metalloproteases of Loxosceles venoms by N-acetyl cysteine 
(NAC) was demonstrated through turbidimetry and zymogram tests. Thus, for the 
first time a hyaluronidase from Loxosceles venom was produced in a eukaryotic 
expression system. This recombinant enzyme -  LiHyal2 - is an important biotool with 
very similar characteristics to native hyaluronidases and should continue to help 
elucidate the mechanisms of loxoscelism. The inhibition of its enzymatic activity by 
N-acetylcysteine also demonstrates the importance of LiHyal2 in the search for a 
specific therapy for victims of these spiders.
KEY WORDS: HYALURONIDASE; LOXOSCELES; Sf9 CELLS
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Atualmente, segundo o World Spider Catalog (NATURAL HISTORY 
MUSEUM BERN, 2017), existem 123 espécies de aranhas do gênero Loxosceles 
descritas com distribuição mundial. Essas aranhas são popularmente conhecidas 
como aranhas-marrons e estão envolvidas com a maioria dos casos de acidentes 
com aracnídeos no Brasil.
Os acidentes com aranhas-marrons são mais frequentes na região Sul do 
País, sendo que na cidade de Curitiba (PR) e região metropolitana são relatados 
em torno de dois a três mil casos por ano. Das quatro espécies de maior importância 
médica no Brasil (L  intermedia, L gaucho, L. laeta e L. hirsuta), a L. intermedia é a 
mais abundante no município de Curitiba (ANDRADE, DE et al., 1999; BOGDAN et 
al., 2005; FISCHER et al., 2014)
Os acidentes loxoscélicos provocam um conjunto de sinais e sintomas 
relacionado com o desenvolvimento de dois quadros clínicos distintos, o quadro 
cutâneo, também denominado dermonecrótico, e o cutâneo-visceral, sendo o 
primeiro o quadro de maior incidência (cerca de 90%). Esse conjunto de sinais e 
sintomas é denominado loxoscelismo e o tratamento é baseado em duas 
abordagens distintas (a administração de soro antiveneno - antiaracnídico ou 
antiloxoscélico - e/ou uso de corticosteroides) dependendo do gravidade do 
acidente (SILVA, DA et al., 2004a; APPEL et al., 2005; ISBISTER et al., 2005).
O veneno das aranhas do gênero Loxosceles é caracterizado por ser um 
líquido cristalino e incolor, de constituição majoritariamente proteica, associada com 
ácidos nucleicos, aminoácidos livres, histamina, poliaminas neurotóxicas e sais 
inorgânicos, sendo sua toxicidade resultante da ação sinérgica de seus constituintes 
(ESCOUBAS et al., 2000; BARBARO et al., 2005).
Das toxinas presentes no veneno, as fosfolipases-D são as enzimas 
responsáveis pelos principais danos observados no loxoscelismo, bem como as 
mais imunogênicas. Ainda, que as fosfolipases apresentem o maior potencial
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imunogênico, outras toxinas minoritárias no veneno também contribuem para o 
desencadeamento da resposta imunológica. Algumas dessas toxinas estão 
envolvidas com potencial de degradação sobre componentes da matriz extracelular 
tais como as serinoproteases e hialuronidases.
As hialuronidases são enzimas que atuam degradando ácido hialurônico 
levando assim ao aumento da permeabilidade de tecidos conjuntivos e redução da 
viscosidade dos fluídos corporais, razão pela qual acredita-se que agem como um 
fator de espalhamento de outras toxinas presentes em diferentes venenos, como de 
serpentes, lagartos, escorpiões, aranhas, lagartas, raias e vespas, contribuindo 
assim para sua toxicidade desse venenos (VEIGA et al., 2000; GIRISH et al., 2004; 
CHAIM et al., 2006; GIRISH; KEMPARAJU, 2006a, HORTA et al., 2013).
Essas enzimas são amplamente encontradas na natureza e expressas em 
organismos procariotos e eucariotos participando do processo de degradação de 
moléculas de ácido hialurônico (AH) especificamente, bem como também podem 
atuar na degradação de moléculas de condroitin sulfato (que são 
glucosaminoglicanos que diferem do AH apenas na sua configuração no átomo de 
C4 da N-acetil-D-glucosamina, tornando-se a N-acetil-D-galactosamina) e heparam 
sulfato (YAMADA, 2015).
As primeiras observações da presença de hialuronidases no veneno de 
aranhas brasileiras foi feita por Kaiser (1956), nas espécies Lycosa raptorial e 
Ctenus nigriventer, conhecida atualmente como Phoneutria nigriventer e a primeira 
descrição da enzima no veneno da aranha-marrom, foi feita em 1973, caracterizada 
como toxinas com mobilidade eletroforética de 33 kDa e 63 kDa no veneno de L. 
reclusa (WRIGHT et al., 1973; NAGARAJU et al., 2007).
Outras hialuronidases presentes no veneno de aranhas do gênero 
Loxosceles foram descritas. Young & Pincus (2000) e Barbaro et al. (1992) 
descreveram hialuronidases no veneno de L. rufescens, L. reclusa, L. deserta, L. 
gaucho, L. laeta e L. intermedia. A respeito da presença da enzima no veneno de L. 
intermedia, Silveira et al. (2007b) demonstraram uma atividade de degradação de 
ácido hialurônico e condroitin sulfato por enzimas de 41 e 43 kDa.
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Atualmente, um grande número de moléculas com atividade antioxidante tem 
sido testada como adjuvante em terapias que envolvem estresse oxidativo, 
incluindo envenenamento por animais peçonhentos, como por exemplo alopurinol, 
melatonina, derivados do lupeol, N-acetilcisteína (NAC), entre outras (FREZZATTI; 
SILVEIRA, 2011; SUNITHA; HEMSHEKHAR; et a l„ 2013; KATKAR et al., 2014).
A /V-acetilcisleína (NAC) (C5H9NO3S) (PubChem CID: 12035) é uma 
molécula amplamente utilizada na clínica para diferentes finalidades tais como 
agente mucolítico, antídoto para envenenamento por acetaminofeno e metais 
pesados, na nefropatia induzida por contraste entre outras condições clínicas 
associadas ao estresse oxidativo. Seu uso clínico é aprovado há mais de 30 anos 
e os estudos farmacocinéticos, farmacodinâmicos e de toxicidade estão bem 
estabelecidos (KELLY, 1998; MILLEA, 2009).
A ação inibitória da NAC sobre enzimas que degradam matriz extracelular, 
como as metaloproteinases de matriz (MMPs) e hialuronidases tem sido também 
demonstrada (PEI et al., 2006; SUNITHA et al., 2011; SUNITHA; et al., 2013). Como 
já mencionado, essas enzimas são conhecidas como "fatores de espalhamento" de 
outras toxinas presentes nos venenos animais, dessa maneira, o uso de inibidores 
de hialuronidases e metaloproteases surgem como potenciais agentes adjuvantes 
ao tratamento, não apenas por reduzirem os danos ocasionados no tecido local, 
mas também retardando a fácil disseminação sistêmica de toxinas 
(YINGPRASERTCHAI et al., 2003; KEMPARAJU; GIRISH, 2006b; GIRISH, K.S.; 
KEMPARAJU, 2006; GIRISH; KEMPARAJU, 2007; SRINIVASA et al., 2014).
Em virtude do exposto, 0  uso de inibidores de hialuronidases e de outras 
enzimas que degradam componentes da matriz extracelular também parece ser um 
potencial adjuvante ao tratamento do loxoscelismo pois poderia reduzir a 
progressão da lesão dermonecrótica bem como retardar 0  desenvolvimento do 
loxoscelismo sistêmico. Associado a isso, seu uso poderia atenuar as reações 
adversas ocasionadas pela terapia com soro antiloxoscélico ou antiaracnídico 
devido a possibilidade de menor dose necessária para neutralizar 0  efeito do 
veneno.
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A produção de hialuronidases recombinantes de venenos tem sido realizada 
com a finalidade de melhor entender os processos de envenenamento e a inibição 
da atividade com a finalidade de reduzir os danos provocados nos acidentes, bem 
como a utilização dessas enzimas como ferramentas biotecnológicas no 
desenvolvimento de diferentes produtos na indústria farmacêutica (BORDON et al., 
2015).
Em relação às enzimas do veneno de L. intermedia, uma isoforma de 
hialuronidase foi expressa em sistema procarioto (DHAase, Dietrich's 
hyaluronidase), todavia esse sistema possui uma limitação para produzir proteínas 
que apresentam modificações pós-traducionais como pontes dissulfeto e 
glicosilação, produzindo proteínas não glicosiladas e muitas vezes insolúveis que 
necessitam de redobramento para exercer atividade biológica (FERRER et al., 
2013).
De maneira a resolver tais dificuldades, sistemas alternativos têm sido 
desenvolvidos, tais como expressão em leveduras como a Pichia pastoris e células 
de inseto infectadas com baculovírus recombinante. Dentre as vantagens de utilizar 
sistemas de expressão associando o uso de baculovírus e células de inseto pode- 
se citar o aumento da probabilidade do correto enovelamento e de proporcionar 
modificações pós-traducionais e formação de pontes dissulfeto. (LIN et al., 2011; 
MAREK et al., 2011; MOSCARDI et al., 2011; ELGAIED et al., 2017; KUEH et al., 
2017; MABASHI-ASAZUMA; JARVIS, 2017; RAHPEYMA et al., 2017; YANG et al., 
2017).
Ainda que a Dietrich’s hyaluronidase tenha sido ativa após o processo de 
redobramento, o sistema procarioto é incapaz de realizar as glicosilações presentes 
nas hialuronidases de L. intermedia, e que tem sua importância demonstrada em 
outras hialuronidase de venenos.
Neste trabalho, será descrita pela primeira vez a produção de uma 
hialuronidase de L. intermedia em sistema eucarioto com células de inseto 
infectadas com baculovírus recombinante. Buscando a expressão de uma proteína 
solúvel, sem necessidade de redobramento e com a presença das modificações 
pós-traducionais existentes nas enzimas nativas. Dessa maneira, pretende-se
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estabelecer um melhor entendimento do papel dessas enzimas, com características 
mais próximas às das enzimas nativas, no loxoscelismo. Além disso, com a 
avaliação da inibição da sua atividade abre-se uma nova possibilidade de suporte 
ao tratamento dos danos causados por acidentes com aranhas-marrons.
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
2.1 AR ANH AS-M AR R O N S E LOXO SCELISM O
Aranhas do gênero Loxosceles são popularmente conhecidas como aranhas- 
marrons, ou ainda como aranhas-violino devido a sua cor que pode variar de 
marrom claro à marrom escuro e por possuírem um desenho no cefalotórax 
semelhante ao formato de um violino (Figura 1) (HOGAN et al., 2004).
São animais de hábitos noturnos, sedentários e não agressivos, algumas 
vivem sob pedras, troncos de árvores, restos vegetais, telhas e tijolos empilhados, 
podendo adquirir hábitos intradomiciliares vivendo atrás de quadros, entre roupas, 
livros e outros objetos. Uma vez que não se tratam de animais agressivos, os 
acidentes ocorrem devido a compressão da aranha ao corpo no ato de vestir-se, 
calçar-se, enxugar-se ou ainda durante o sono (FUTRELL, JOSEPHINE M., 1992; 
SILVA, DA et al., 2004b; ALMEIDA et al., 2019).
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FIGURA 1-
A seta indica o desenho de violino no cefalotórax e as pontas de seta os pares dos olhos formando 
o semicírculo.
Adaptado de CHAIM et al. (2011)
As espécies de maior importância médica descritas no Brasil são L. 
intermedia, L gaucho, L. laeta e L. hirsuta, sendo a L. intermedia a espécie de maior 
representatividade no município de Curitiba e a responsável pela maior parte dos 
acidentes por aranhas do gênero Loxosceles (dois a três mil casos por ano) 
notificados nesta região do país (ANDRADE, DE et al., 1999; BOGDAN et al., 2005; 
MARQUES-DA-SILVA; FISCHER, 2005; FISCHER et al., 2014).
Segundo dados do Ministério da Saúde, o estado do Paraná notificou mais 
de 102.000 casos de acidentes por aracnídeos entre os anos de 2007-2017, dos 
quais mais de 51.000 foram causados por aranhas do gênero Loxosceles (Tabela 
1) (MINISTÉRIO DA SAÚDE).
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TABELA 1 - NOTIFICAÇÕES DE ACIDENTES COM ARACNÍDEOS NO PARANÁ ENTRE OS
ANOS DE 2007 A  2017.
Ano
acidente
IgrVBranco Phaneutria Loxoscetes Latrodectus Outra espécie Total
2006 13 2 32 4 51
2007 1761 977 6530 4 1365 10637
2008 1165 1021 5380 5 1564 9135
2009 1242 1038 5579 5 1866 9730
2010 1287 1360 4661 1 1895 9204
2011 1066 1124 4764 2 2268 9224
2012 966 862 4154 4 1829 7815
2013 1391 1149 4128 3 2215 8886
2014 1121 1182 4147 - 2498 8948
2015 1277 1640 4324 1 2868 10110
2016 1010 1252 3847 ■ 2915 9024
2017 992 1190 4076 - 3241 9499
Total 13291 12797 51622 25 24528 102263
Fonte: Sinan Net
O conjunto de sinais e sintomas provocados pela picada das aranhas- 
marrons é denominado loxoscelismo, estando esse relacionado com o 
desenvolvimento de dois quadros clínicos distintos, o quadro cutâneo e o cutâneo- 
visceral, sendo o primeiro o quadro de maior incidência (cerca de 90%) {SILVA, DA 
et al., 2004a, 2004b; APPEL et al., 2005; ISBISTER et al., 2005).
O acidente loxoscélico muitas vezes não é percebido uma vez que a picada 
da aranha-marrom é indolor. Todavia, após 2 a 8 horas do acidente, pequenos 
pontos de edema e eritema associados a dor são relatados, com um agravamento 
do quadro entre 12 a 24 horas provocado pelo rompimento dos vasos causando 
equimose e posteriormente a formação de uma área isquêmica rodeada por um halo 
vermelho e zonas pálidas, conhecida como placa marmórea. Com o decorrer do 
tempo, a área lesionada passa a apresentar coloração violácea e um nítido 
espalhamento gravitacional aumenta ainda mais a área de necrose tecidual. O 
quadro clínico supracitado é característico do loxoscelismo cutâneo, também
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denominado dermonecrótico (Figura 2) (FUTRELL, J M, 1992; SILVA, DA et al., 
2004a; APPEL et al., 2005; ISBISTER et al., 2005).
FIGURA 2- LOXOSCELISMO CUTÂNEO
Local da picada por aranha-marrom. As cabeças de setas indicam edema e eritema. As flechas 
indicam o espalhamento gravitacional. A  região central escurecida é uma área de necrose. 
Adaptado de TAMBOURGI et al. (2010).
O quadro mais grave do loxoscelismo é conhecido como cutâneo-visceral ou 
sistêmico. Apesar de raro, esse quadro pode levar a complicações hematológicas e 
renais podendo ainda levar a morte. Os sintomas desenvolvidos pelo acidentado, 
que podem sugerir o desenvolvimento desse quadro sistêmico são a presença de 
episódios de vômitos, alterações sensoriais, cefaleias e febre baixa. E ainda, nos 
casos mais graves, o aparecimento de alterações hematológicas que incluem 
anemia hemolítica, trombocitopenia e coagulação intravascular disseminada e o 
desenvolvimento de insuficiência renal aguda (SILVA, DA et al., 2004a; APPEL et 
al., 2005; ISBISTER et al., 2005; PAULI et al., 2006; PETERSON, 2006; SOUZA, 
DE et al., 2008; CHAVES-MOREIRA et al., 2009).
Atualmente o tratamento do loxoscelismo se dá por duas abordagens, a 
administração de soro antiveneno (antiaracnídico ou antiloxoscélico) e/ou uso de
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corticosteroides. Ambos os soros são produzidos através da imunização de 
equídeos com veneno de aranhas dos gêneros Loxosceles, Phoneutria e escorpião 
Tityus serrulatus (antiaracnídico) ou uma mistura de venenos das espécies de 
Loxosceles de maior importância médica (L  gaucho, L. laeta e L  intermedia).
Um resumo da classificação quanto a gravidade, manifestações clínicas e 
Iralarnerilo é apresentado na Figura 3 (SAÚDE, 2001).
FIGURA 3- CLASSIFICAÇÃO DOS ACIDENTES LOXOSCÉLiCOS
Clcissificacao Manifestações Clinicas Tratamento
Leve
- Loxosceles identificada como agente 
causador do acidente
- Lesão característica
- Sem comprometimento do estado geral
- Sem alterações laboratoriais
- Sintomático.
Acompanhamento ate 72 
horas após a picada'
Moderado
- Com ou sem identificação da Loxosceles no 
momento da picada
- Lesão sugestiva ou característica
- A lterações sistêm icas (rash cutâneo, 
petéquias)
- Sem alterações laboratoriais sugestivas de 
hemólise
- Sorotempia:
cinco ampolas de SAAr** IV el 
ou
- Prednisona:
adultos 40 mg/dia 




- Alteração no estado geral: anemia aguda, 
icterícia
- Evolução rápida
■ Alterações labora to ria is  indicativas de 
hemólise
- Soroterapia:
dez ampolas de SAAr IV e
- Prednis-ona:
adultos 40 mg/dia 
crianças 1 riig/kg/dio 
durante cinco dias
* Pode haver mudança de clasaficaçào durante esse periodo.
•* SAAr = Soro andaracnkliw
Classificação dos acidentes quanto à gravidade, manifestações clínicas e orientação para o 
tratamento geral e tratamento específico.
Devido à dificuldade de obtenção do veneno, matéria prima para a 
imunização, e ao aumento da demanda desses soros, alternativas têm sido 
estudadas, A produção de toxinas recombinantes para produção de anticorpos ou 
melhoramento das condições de produção dos soros tem sido uma das alternativas 
encontradas por diversos grupos. Recentemente proteínas quiméricas contendo 
sequências das toxinas com potencial imunogênico e/ou em maior proporção no
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veneno têm sido desenvolvidas (SOUZA et al., 2018; LIMA et al., 2018; CALABRIA 
eta l.. 2019).
2.2 VENENO LOXOSCÉLICO
O veneno das aranhas do gênero Loxosceles é caracterizado por ser um 
líquido cristalino e incolor, de constituição essencialmente proteica que é produzido 
por um par de glândulas situadas no cefalotórax, ligadas a um par de quelíceras 
que se conectam com o interior da glândula e o meio externo. Neste, é possível 
observar a presença de proteínas de alta massa molecular pouco expressas e um 
grande conteúdo de proteínas de baixa massa molecular (Figura 4) (SANTOS, DOS 
et al.. 2000).
Apesar do conteúdo do veneno ser majoritariamente composto por proteínas, 
é sabido que a mistura também é constituída por ácidos nucleicos, aminoácidos 
livres, histamina, poliaminas neurotóxicas e sais inorgânicos, sendo sua toxicidade 
resultante da ação sinérgica de seus constituintes (ESCOUBAS et al., 2000; 
BARBARO et al., 2005).
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(A) Perfil eletroforético em SDS-PAGE de amostras reduzidas (A) e não reduzidas(B).
Adaptado de GREMSKI et a i (2010).
Diante da necessidade de elucidar a complexa composição do veneno, um 
estudo do transcriptoma da glândula produtora de veneno de L. intermedia foi 
realizado, tendo resultado no encontro majoritário de peptídeos com potencial 
inseticida (55,9% dos transcritos que codificam toxinas), metaloproteases do tipo 
astacina (22,6%) e fosfolipases-D (20,2%), bem como em quantidade minoritária 
proteínas menos expressas, que representam menos que 5% dos transcritos que 
codificam toxinas do veneno (serinoproteases, alérgenos, hialuronidases e 
inibidores de serinoproteases) (Figura 5) (GREMSKI et al., 2010). Essas toxinas são 
também pouco expressas na glândula de veneno de L  laeta (FERNANDES- 
PEDROSA et al., 2008).
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FIGURA 5-PERFIL DOS TRANSCRITOS CODIFICANTES DE TOXINAS DA GLÂNDULA 
PRODUTORA DE VENENO DE L. intermedia
Proporção relativa das toxinas em relação ao total de transcritos que codificam toxinas.
Adaptado de GREMSKI et a i  (2010)
As toxinas melhor caracterizadas, presentes no veneno de L. intermedia, 
pertencem à família de toxinas dermonecróticas (família Loxtox). Essas enzimas, 
do tipo fosfolipase-D, estão relacionadas com a maioria dos efeitos tóxicos do 
veneno desempenhando importante papel no loxoscelismo. Essas enzimas 
hidrolisam fosfolipídeos da membrana celular, como a esfingomielina, resultando na 
liberação de compostos bioativos como as ceramidas. As ceramidas agem como 
reguladores intermediários do Fator de Necrose Tumoral e no recrutamento de 
neutrófilos induzindo uma extensa cascata inflamatória gue pode produzir 
processos de necrose independente da ação direta do veneno (CHAVES-MOREIRA 
et al., 2019; DUNBAR et a l„ 2019)
Ainda, além do potencial de induzir experimentalmente dermonecrose e 
resposta inflamatória essas toxinas estão associadas a processos de agregação 
plaguetária, hemólise, aumento da permeabilidade vascular, nefrotoxicidade, 
letalidade em camundongos e efeitos citotóxicos em diferentes linhagens celulares 
(APPEL et al., 2005; SILVEIRA et al., 2006; SILVEIRA et al., 2007a; SILVEIRA et
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al., 2007b; CHAVES-MOREIRA et al., 2009; CHAIM et al., 2011; CORONADO et 
al., 2015).
Em relação as metaloproteases, essas apresentam atividade 
fibronectinolítica, fibrinogenolítica e gelatinolítica, estando essas atividades 
relacionadas com os distúrbios hemostáticos (hemorragia da derme e lesões nos 
vasos sanguíneos) característicos do loxoscelismo cutâneo (SILVEIRA et al., 
2007c; SENFF-RIBEIRO et al., 2008).
O uso de apenas fosfolipases-D recombinantes como alternativa de 
imunização ao uso de veneno total em equinos mostrou-se ineficaz na neutralização 
de toda atividade do veneno devido a ação sinérgica das diversas toxinas que o 
compõe (SOUZA et al., 2018). Visando melhorar a neutralização utilizando toxinas 
recombinantes e uma vez que fosfolipases-D e metaloproteases tipo astacina são 
as toxinas imunogênicas mais abundantes no veneno. CALABRIA et al. (2019) 
utilizaram sequências dessas toxinas para construção de uma proteína híbrida que 
possa induzir a produção de anticorpos neutralizantes contra o veneno das três 
espécies de maior importância médica (L  laeta, L. gaucho e L. intermedia), todavia 
o quadro dermonecrótico e o edema observado nos coelhos não apresentou 
neutralização completa para todas as espécies (73 e 76% de neutralização do 
edema para L. gaucho, 37 e 40% para L. laeta e 49 e 54% para L. intermedia em 
24 e 48 h, respectivamente; e neutralização total de dermonecrose em L. gaucho, 
79% em L. intermedia e 68% em L. laeta).
Ainda, outras toxinas minoritárias no veneno também apresentam potencial 
imunogênico. Algumas dessas toxinas estão envolvidas com potencial de 
degradação sobre componentes da matriz extracelular tais como serinoproteases e 
hialuronidases. As serinoproteases apresentam atividade gelatinolítica causando a 
degradação de proteínas da matriz extracelular do tecido conjuntivo ou de 
membranas basais e dessa maneira sugerindo estarem envolvidas com distúrbios 
hemorrágicos, agravamento da lesão dermonecrótica e o aumento da 
permeabilidade vascular. As hialuronidases, por sua vez, atuam degradando ácido 
hialurônico levando assim ao aumento da permeabilidade de tecidos conjuntivos e 
redução da viscosidade dos fluídos corporais, razão pela qual acredita-se que agem
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como um fator de espalhamento do veneno, contribuindo assim para sua toxicidade 
(VEIGA et al., 2000; SILVA, DA et al., 2004a; APPEL et a l„ 2005; CHAIM et al., 
2006).
Devido ao potencial imunogênico demonstrado também pelas 
hialuronidases, uma abordagem diferente foi aplicada por LIMA et al., (2018). Nela, 
três epílopos lineares para melaloproleases do lipo aslacina, dois para a 
hialuronidases de L. Intermedia e um epitopo linear para uma fosfolipase-D de L. 
laeta foram escolhidos para constituir uma nova proteína multiepitópica 
recombinante, combinados a uma proteína multiepitópica quimérica previamente 
produzida composta por epítopos lineares conformacionais de fosfolipase-D do 
veneno de L. intermedia. Essa nova proteína multiepitópica recombinante foi 
denominada de rMEPLox.
Tal proteína não demonstrou toxicidade nos animais imunizados e os 
anticorpos produzidos contra esse antígeno apresentam reatividade com venenos 
de L. intermedia, L. laeta, L. gaucho e L. similis, bem como demostraram capacidade 
de neutralizar eficientemente a atividade da fosfolipase, hialuronidase e 
metaloproteinase do veneno de L. intermedia, abrindo uma nova perspectiva de 
abordagens experimentais de vacinação e/ou produção de antiveneno loxoscélico.
2.3 ÁCIDO HIALURÔNICO E HIALURONIDASES: CONSTITUINTES DA MATRIZ 
EXTRACELULAR
A matriz extracelular (MEC) pode ser definida como um conjunto complexo 
de moléculas que fornecem suporte funcional e estrutural para as células em um 
tecido, desempenhando papéis fisiológicos e patológicos tais como renovação 
celular, sinalização para processos de migração, proliferação, diferenciação, 
padronização tecidual, inflamação e angiogênese, entre outros. Desse conjunto de 
moléculas, o ácido hialurônico é um dos componentes mais versáteis da MEC 
(SHERMAN et al., 2015; IOZZO; GUBBIOTTI, 2018; GARANTZIOTIS; SAVANI, 
2019).
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A molécula de ácido hiaiurônico (AH) foi isolada pela primeira vez do humor 
vítreo por Meyer e Palmer em 1934 (PALMER; MEYER, 1934), porém sua estrutura 
somente foi definida vinte anos depois como unidades de dissacarídeos repetitivos.
Trata-se de uma longa molécula não sulfatada estruturalmente formada por 
unidades dissacarídicas repetitivas de [3)-(3-D-GlcNAcp-(1-+4)-[3-D-GlcAp-(1 —>]n 
(Figura 6), que apresenta maiores concentrações nos tecidos conjuntivos típicos 
como a pele, o cordão umbilical, bem como um constituinte do líquido sinovial e do 
corpo vítreo, mas quantidades notáveis da molécula também estão presentes no 
pulmão, válvulas cardíacas, rim, cérebro e músculo (FRASER et al., 1997).
FIGURA 6-ESTRUTURA DO ÁCIDO HIALURÔNICO.
Unidades dissacarídicas repetitivas de p-D-GIcAp e p-D-GIcNAcp, respectivamente, unidos por 
ligações alternadas p—(1 —+3) e p-(1-v4), respectivaente.
Fonte: Wikipedia,
As diferentes funções biológicas nas quais o AH está envolvido variam de 
acordo com características como: a) concentração, localização e tamanho da 
molécula (podendo ser formado por mais de 25.000 unidades dissacarídicas); b) 
capacidade de interagir com receptores celulares e/ou outros parceiros 
extracelulares; c) apresentar padrões de reticulação (como a formação de 
agrecans); d) o balanço/desbalanço do metabolismo de síntese e degradação no 
processo de turnover, regulação pelo microambiente e envolvimento de receptor e 
sinalização intracelular (SHERMAN et al., 2015; GARANTZIOTIS; SAVANI, 2019) 
(Figura 7). A  sua natureza hidrofílica (pode ligar até 1000 vezes seu peso molecular 
em moléculas de água) fornece a capacidade de formar estruturas volumosas e
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expandidas auxiliando na hidratação e elasticidade dos tecidos, na formação de 
espaços na MEC propiciando processos de migração e sinalização celular e 
desempenhando importante papel na manutenção da homeostase e na integridade 
biomecânica dos tecidos (TOOLE, 2004; ALLISON; GRANDE-ALLEN, 2006). Ainda, 
sua capacidade de interação com proteoglicanos e outras moléculas extracelulares 
permitem o desenvolvimento de um ambiente pericelular fluido hidratado, facilitando 
a montagem de outros componentes da MEC e a apresentação dos fatores de 
crescimento e diferenciação (TOOLE, 2001).
Diferente de outros polissacarídeos extracelulares, sintetizados no complexo 
de Golgi, a síntese de AH ocorre predominantemente na face interna da membrana 
plasmática por uma família de proteínas transmembranas do tipo 
glicosiltransferases (HASs -  hialuronam sintases). Ele é então secretado 
diretamente, através de um canal dependente de sintase ou de poros, para a face 
extracelular da célula onde pode interagir com receptores e proteínas de ligação 
específicas e/ou ser endocitado e direcionado para a degradação ou para funções 
alternativas dentro da célula (WEIGEL et al., 1997; LEE; SPICER, 2000).
A descoberta da existência de múltiplos genes de vertebrados que codificam 
diferentes HASs ratificam seu papel como um importante regulador do 
comportamento celular e não simplesmente um componente estrutural nos tecidos 
(WEIGEL et al., 1997; LEE; SPICER, 2000; SHERMAN et al., 2015).
33






prote ínas de M a triz
C om plem ento
A  P ropriedades físicas Fator de 
coagulação
B  D is tribu ição de tam anho
q  M odificações 
e ligações
H yaluron idase
D  Síntese e  degradação
E nvolv im ento de
m icroam b ien te
p to rs
recepto res «  f f  f f  f f f f f f  f f «  f f f l V f f f f f i f  f f  f f  f f t f f f f f f f j
F  Regulação do
“  — *- s — ^
M yD B B  R h o *  C ap ta ç - 0 e sinalização de
I  AH in trace lu la r
Vias de sinalização
C itocinas
p ró -in fla m a tó rias
Efeitos b io lógicos
A figura  ilustra a plasticidade do A H : dependente das características da molécula, como propriedades 
físíco-químicas distribuição, modificações funcionais e parceiros vinculativos à MEC (A, B e C). Os 
processos fisiológicos envolvidos no turnover, regulação do microambiente e envolvimento com 
receptores na membrana plasmática (D, E e F). A ativação de diferentes vias de sinalização 
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Adaptado de GARANTZIOTIS; SAVANI, (2019)
Além de ser um dos principais componentes da MEC, o AH também é um 
dos principais constituintes do microambiente tumoral e parece estar implicado na 
progressão, malignidade e invasão de tumores. Uma vez que o turnover de HA pode 
resultar no acúmulo local de oligossacarídeos de HA de baixa massa molecular 
responsáveis por estimular vários processos biológicos (que não são observados 
com HA de alto peso molecular), como o estímulo da angiogênese e proliferação 
celular, componentes chave do crescimento e progressão do tumor (BURGER, 
2006).
34
Outro importante componente da MEC são as Hialuronidases (HAses). 
HAses são enzimas que degradam AH. O termo hialuronidase foi utilizado pela 
primeira vez em 1971 por Karl Meyer, tendo o mesmo classificado essas enzimas 
em três grupos, baseados na análise bioquímica dos produtos finais gerados por 
elas (1—>4)-|3-D-glucuronan liase (EC 3.2.1.35), Hialuronato 3-glicanohidrolase (EC 
3.2.1.36) e Hialuronato 4-glucanohidrolase (EC 4.2.2.14) (HOBBY et al., 1941; 
MEYER; RAPPORT, 1950; MEYER, 1952).
São enzimas amplamente encontradas na natureza e expressas em 
organismos procariotos e eucariotos participando do processo de degradação de 
moléculas de AH especificamente, bem como também podem atuar na degradação 
de moléculas de condroitin sulfato (que são glicosaminoglicanos que diferem do AH 
apenas na configuração de C4 da N-acetil-D-glucosamina, tornando-se a N-acetil- 
D-galactosamina) e heparam sulfato (YAMADA, 2015).
Noble (2002) discute que a geração de produtos de degradação de AH, por 
HAses ou por processos de oxidação, sinaliza a presença de uma lesão e inicia uma 
resposta inflamatória. Além de participar dos processos inflamatórios, HAses podem 
ser encontradas em diferentes órgãos, tecidos e fluidos corporais, como testículos, 
olho, pele, baço, rim, fígado, rins, útero, placenta, sangue, lágrimas e esperma 
desempenhando importante papel na manutenção de processos biológicos, como 
integridade da MEC e interações com a superfície das células, adesão, migração e 
divisão celular, fagocitose, implementação embrionária entre outros (STERN; 
JEDRZEJAS, 2006).
O grupo das Hialuronato 4-glucanohidrolase compreendem as 
hialuronidases presentes em espermatozóides de mamíferos, lisossomos e 
venenos de animais como serpentes, répteis, himenópteros e aracnídeos. Estas 
clivam as ligações glucosídicas (3-(1—>4) em ácido hialurônico, condroitin e 
condroitin sulfato resultando na produção majoritária de tetra e hexassacarídeos 
com N-acetilhexosamina no terminal redutor, possuindo atividade hidrolítica e de 
transglicosidase (BOTZKI et al., 2004; SILVEIRA et al., 2007b; GUSHULAK et al.,
2012 ).
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O grupo das Hialuronato 3-glucanohidrolase, por sua vez, clivam as 
ligações glucuronato P--(1—*3) do ácido hialurônico, sendo ainda, inertes a outros 
glicosaminoglicanos (GAGs) e estão presentes nas glândulas salivares de 
sanguessugas e ancilostomídeos. Da mesma forma, que as endo-p-N- 
acetilhexosaminidases, os principais produtos formados são tetra e 
hexassacarídeos, todavia apresentando uma molécula de ácido glucurônico no 
terminal redutor do produto (STERN, 2004).
Finalmente, as (1—>4)-(3-D-glucuronan liases clivam o ácido hialurônico na 
ligação glicosídica p-(1 —>4), através da p-eliminação, obtendo como produto da 
reação os oligossacarídeos 4-deoxy-a-L-threo-hex-4-enopyranosyl/uronic acid 
contendo o terminal não redutor (STERN, 2004).
Ainda, as hialuronidases podem ser classificadas em dois grupos, levando 
em consideração o perfil de atividade pH dependente que atuam. Elas podem ser:
a) hialuronidases que apresentam atividade em ambiente ácido (pH 3-4), como por 
exemplo enzimas lisossomais, séricas e do fígado humano; e b) hialuronidases que 
são ativas em ambiente neutro (pH 5-8), como por exemplo as enzimas de 
serpentes, de esperma de mamíferos e veneno de abelha (GIRISH; KEMPARAJU, 
2006b; KEMPARAJU; GIRISH, 2006a).
HAses de procariotos diferem de HAses de vertebrados. Nos procariotos a 
enzima gera dissacarídeos que parecem ter uma função biológica limitada e servem 
principalmente como um suprimento de energia para o organismo não participando 
diretamente da patogênese da infecção. Em contraste, HAses de vertebrados 
geram fragmentos de cerca de 20 kDa que são altamente angiogênicos, 
inflamatórios, induzem a transcrição de metaloproteinases de matriz e estimulam o 
reconhecimento endotelial vascular da lesão (STERN; JEDRZEJAS, 2006).
As primeiras observações da presença de hialuronidases no veneno de 
aranhas brasileiras foram feitas por Kaiser (1956), nas espécies Lycosa raptorial e 
Ctenus nigriventer, conhecida atualmente como Phoneutria nigriventer. A primeira 
descrição da enzima no veneno da aranha-marrom, foi feita em 1973, purificada do 
veneno de Loxosceles reclusa e caracterizada como uma toxina com mobilidade
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eletroforética de 33kDa com um possível dímero na altura de 63kDa (WRIGHT et 
al., 1973).
Posteriormente, outras hialuronidases foram descritas no veneno de aranhas 
do gênero Loxosceles. Young; Pincus (2001) e Barbara et al., (2005) descreveram 
hialuronidases no veneno de L. rufescens, com massa molecular de 32,5 kDa, e 
nos venenos de L. reclusa, L. deserta, L. gaucho, L. laeta e L. intermedia, 
respectivamente. A respeito da presença da enzima no veneno de L. intermedia, 
Silveira et al. (2007) demonstraram uma atividade de degradação de ácido 
hialurônico e condroitin sulfato em 41 e 43 kDa utilizando estudos de degradação 
de glicosaminoglicanos purificados, zimogramas copolimerizados com ácido 
hialurônico e condroitin sulfato como substratos e análise comparativa de 
degradação com outras hialuronidase. Observaram ainda, através de experimentos 
cinéticos, que a enzima cliva as ligações glucosídicas (3(1 —*-4), sendo classificada 
como uma Hialuronato 4-glucanohidrolase (EC 3.2.1.35), bem como sua atividade 
de degradação in vivo na derme de coelhos após a exposição ao veneno.
Outro estudo observou o papel desempenhado pela enzima no veneno da 
aranha-marrom. Nele, Ferrer et al. (2013) utilizando uma biblioteca de cDNA da 
glândula de veneno, utilizando um sistema de expressão procarioto, clonou e 
expressou uma isoforma de hialuronidase (1200 pb), denominada Dietrich's 
Hyaluronidase (DHAase) ou LiHyal. Todavia, para obter atividade de degradação, 
técnicas de redobramento in vitro, foram necessárias, uma vez que sistemas 
procariotos possuem restrições para realização de modificações pós-traducionais. 
Após redobramento, a DHAase foi submetida a análises bioquímicas e funcionais, 
tendo sido observada sua capacidade de degradar ácido hialurônico e condroitin-4- 
sulfato. Ainda, através de experimentos in vivo de dermonecrose em pele de coelho, 
foi demonstrado que DHAase aumentou a área de necrose produzida por uma 
isoforma da toxina dermonecrótica (fosfolipase-D recombinante - LiRecDTI) do 
veneno de L. intermedia, mostrando que de fato a toxina pode possuir papel como 
“fator de espalhamento” de outras toxinas presentes no veneno.
As hialuronidases de insetos e de mamíferos foram classificadas como 
enzimas pertencentes à família 56 de glicosil-hidrolases devido ao
37
compartilhamento de identidade de sequência (entre 30 a 50%) entre si, e ainda 
que o mecanismo pela qual a hialuronidase de L. intermedia não esteja bem 
definida, sua classificação junto das hialuronidases de insetos e hialuronidases de 
mamíferos incluindo as proteínas PH-20, Hyal-1 e Hyal-2, bem como a conservação 
dos resíduos do sítio ativo dessas enzimas sugere um mecanismo catalítico similar 
ao das enzimas de abelhas e de mamíferos (MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2000; 
KAKIZAKI et al., 2010).
KAKIZAKI et al., (2010) demonstra o mecanismo de hidrólise e 
transglicosilação da hialuronidase bovina. Nele, a enzima reconhece e hidrolisa a 
ligação glucosídica p (1—>4) entre 3-D-GlcNAcp e p-D-GIcAp do glicosaminoglicano 
retendo o dissacarídeo intermediário no sítio catalítico e liberando o oligossacarideo 
restante. O intermediário retido na enzima é então transferido para a extremidade 
não redutora de outros oligossacarídeos pelo processo de transglicosilação 
(FIGURA 8).
O mecanismo de catálise da hialuronidase de abelha não esta totalmente 
elucidado porém, é sabido que outras glicosil-hidrolases geralmente possuem dois 
resíduos ácidos no sítio ativo e ainda que esses resíduos não tenham sido ainda 
identificados, estudos de mutagênese sobre a proteína PH-20 do esperma humano 
sugeriram Asp111, Glu113 e Glu247 como candidatos para as hialuronidases de 
abelha. Nesse contexto, a cocristalização da enzima com um oligômero de ácido 
hialurônico, permitiu fornece informações sobre o modo de ligação do substrato e o 
mecanismo catalítico. Assim, foi observado que dos únicos resíduos conservados 
presentes no sítico catalítico (Asp111 e Glu113), o Glu113 possui uma posição 
propícia para atuar como doador de prótons, através da interação entre o carboxilato 
da cadeia lateral e o oxigênio do grupo N-acetil carbonil do substrato que atua então 
como a base nucleofílica da reação ácido/base (MARKOVIC-HOUSLEY et al., 
2000 ).
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FIGURA 8-ESQUEMA DO MECANISMO DE HIDRÓLISE E TRANSGLICOSILAÇÃO DO ÁCIDO 
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HAses reconhecem a ligação glucosídica (3 (1-+4) entre p-D-GIcNAcp e p-D-GIcAp do 
octassacarídeo e hidrolisa em um dissaearídeo (GlcUA-GIcNAc) que é retido no sítio ativo da enzima, 
e um hexassacarideo. O dissaearídeo retido na enzima é transferido para a extremidade não redutora 
de outros oligossacarídeos presentes no espaço reacionai.
Fonte: Adaptado de KAKIZAKI et al. (2010).
2.4 N-ACETILCISTEÍNA: UM INIBIDOR DE ENZIMAS QUE DEGRADAM MATRIZ 
EXTRACELULAR
O desequilíbrio redox, com o aumento do estresse oxidativo, pode levar a 
danos celulares causando modificações em nível de DNA, proteínas, lipídios, 
modulação de cascatas de sinalização e vias de resposta pró-apoptóticas. Neste 
contexto, as espécies reativas de oxigênio (ROS) produzidas com aumento do 
estresse oxidativo, desempenham um pape! importante na inflamação e no choque 
uma vez que podem iniciar a peroxidação lipídica da membrana celular, reagir com 
as proteínas do plasma para produzir agentes quimiotáticos e aumentar a 
permeabilidade microvascular. De maneira a evitar tais danos, a homeostase redox 
celular é mantida por um complexo sistema endógeno de defesa antioxidante que 
inclui: enzimas antioxidantes endógenas como superóxido dismutase (SOD),
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catalase, glutationa peroxidase (GPx), glutationa (GSH) entre outras (BECKMAN et 
al., 1990; DEAVALL et al., 2012; POLJSAK et al., 2013).
É sabido que o estresse oxidativo induzido pelo envenenamento causado 
pelo acidente com animais venenosos prejudica a homeostase redox, tendo sido 
inclusive relatado como uma das causas de toxicidade hepato-renal, 
Irombocilopenia, mela-hernoglobinernia e hipóxia pelo envenenamento serpentes 
(SANTHOSH et al., 2013; AL-QURAISHY et al., 2014; KATKAR et a l„ 2014; 
BRUSCHETTA et al., 2014; ABDEL MONEIM et al., 2015; SHARMA et al., 2015). O 
tratamento com antiveneno por si só é um pró-oxidante sendo que sua alta dose 
utilizada no tratamento aumenta ainda mais o estresse oxidativo promovido na 
vítima. Assim, além de neutralizar as toxicidades sistêmicas causadas pelas toxinas 
presentes no veneno, também é essencial neutralizar os efeitos deletérios do 
estresse oxidativo que danificam vários órgãos vitais (SHARMA et al., 2017).
Atualmente, um grande número de moléculas com atividade antioxidante tem 
sido testada como adjuvante em terapias que envolvem estresse oxidativo, 
incluindo envenenamento por animais peçonhentos, como por exemplo alopurinol, 
melatonina, derivados do lupeol, N-acetilcisteína, entre outras (FREZZATTI; 
SILVEIRA, 2011; SUNITHA; HEMSHEKHAR; et al., 2013; KATKAR e ta l., 2014).
A  NAC, N-acetilcisteína (C5H9NO3S) (PubChem CID; 12035), é uma 
molécula derivada da cisteína e precursora da glutationa (GSH) que possui um 
grupamento tiol emassa molecular de 163,191 g/mol. Com seu uso clinico aprovado 
há mais de 30 anos e estudos farmacocinéticos, farmacodinâmicos e de toxicidade 
bem estabelecidos, tem sido utilizada como um agente mucolítico, antídoto para 
envenenamento por acetaminofeno e metais pesados, na nefropatia induzida por 
contraste entre outras condições clínicas associadas ao estresse oxidativo (KELLY, 
1998; MILLEA, 2009).
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FIGURA 9-ESTRUTURA DA N-ACETIL-CISTEÍNA (NAC)
I
Fonte: PubChem (CID: 12035)
Os mecanismos moleculares pelos quais a NAC exerce seus diversos efeitos 
não foram completamente elucidados. Sabe-se que a molécula interage com 
diferentes rotas bioquímicas e atua principalmente como precursor da cisteína e 
restaura os níveis celulares de GSH. Todavia, mecanismos adicionais podem incluir 
a remoção de radicais *OH, *N02, C03*. bem como a desintoxicação de 
semiquinonas, HOCI, HNO e metais pesados, além de reduzir ligações dissulfeto 
em proteínas, interrompendo assim a condição de ligante do S-S e alterando suas 
estruturas, como no caso de proteínas mucosas. Tantos possíveis mecanismos 
podem explicar a razão de a NAC exercer diferentes efeitos biológicos (SAMUNI et 
a l„ 2013).
A ação inibitória da NAC contra enzimas que degradam matriz extracelular, 
como as metaloproteinases de matriz (MMPs) e hialuronidases tem sido também 
demonstrada (PEI et al., 2006; SUNITHA et al., 2011; SUNITHA et al., 2013). A 
maneira como a interação entre NAC e metaloproteases e hialuronidases ocorre 
parece envolver a quelação do Zn2+, importante para interação entre o grupo tiol do 
resíduo de cisteína presente no pro-domínio e o sítio catalítico das metaloproteases 
e a mudança na interação ácido-base orientada por ambos os átomos de nitrogênio 
protonados dos grupos -NH-CO-CH3 e -SH da NAC modificando a atividade 
catalítica da enzima (SUNITHA et al., 2011).
Hialuronidases e metaloproteases são conhecidas como "fatores de 
espalhamento" de outras toxinas presentes nos venenos animais, aumentando sua 
difusão para a circulação pela degradação de moléculas de matriz presentes na 
membrana basal dos tecidos conjuntivos, que de outra forma teriam se difundido
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lentamente (YINGPRASERTCHAI et al., 2003). Além disso, o antiveneno 
administrado sistemicamente pode ser menos eficiente para atingir o local 
envenenado, resultando em pouca ou nenhuma proteção contra danos locais nos 
tecidos (SUNITHA et al., 2011). Dessa maneira, inibidores de hialuronidases e 
metaloproteases surgem como potenciais agentes adjuvantes ao tratamento, não 
apenas pur reduzirem os danos ocasionados no tecido local, mas também 
retardando a fácil disseminação de toxinas sistêmicas. Isso já foi demonstrado pelo 
potencial de inibição da ação hemorrágica no veneno de serpentes pela NAC, o que 
consequentemente aumenta o tempo de sobrevida da vítima (KEMPARAJU; 
GIRISH, 2006b; GIRISH, K.S.; KEMPARAJU, 2006; GIRISH; KEMPARAJU, 2007; 
SRINIVASA et al., 2014).
Em relação aos acidentes loxoscélicos, inibidores de hialuronidases e de 
outras enzimas que degradam componentes da matriz extracelular podem também 
ser potenciais adjuvantes ao tratamento do envenenamento. Uma vez que o veneno 
é formado por um complexo de toxinas com diferentes funções, mas que parecem 
agir em sinergismo no desenvolvimento da lesão, a inibição das toxinas que atuam 
como fatores de espalhamento para as outras toxinas presentes no veneno, poderia 
reduzir a progressão da lesão dermonecrótica bem como retardar o 
desenvolvimento do loxoscelismo sistêmico. Ainda, seu uso poderia atenuar as 
reações adversas ocasionadas pela terapia com soro antiloxoscélico ou 
antiaracnídico devido a possibilidade de menor dose necessária para neutralizar o 
efeito do veneno.
2.5 BACULOVÍRUS COMO VETOR DE SISTEMAS DE EXPRESSÃO 
EUCARIOTO.
Baculovírus são vírus da família Baculoviridae que infectam diversas 
espécies de artrópodes, na sua maioria de insetos da ordem Diptera e 
Hymenoptera. Possuem DNA circular fita dupla com 80-200 kb e capsídeo virai 
proteico em forma de bastonetes com 30-60 nm de diâmetro e 250-300 nm de
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comprimento, constituindo a unidade infectiva do vírus, também chamada de 
partícula virai (HERNIOU et a l„ 2003; JEHLE et a l„ 2006; OKANO et a l„ 2006)
Podem apresentar-se fenotipicamente como vírus extracelulares (BV- 
Budded virus) ou como vírus ocluso (ODVs -  Occlusion derived virus). O primeiro é 
liberado das células na fase inicial da infecção e é recoberto por uma membrana 
celular que é responsável pela infecção célula-célula em cultivos celulares, mas não 
tem capacidade de infectar o inseto in vivo, enquanto o segundo é liberado na fase 
tardia e no núcleo é recoberto por uma matriz proteica de poliedrina formando os 
corpos de oclusão, estrutura que fornece proteção ao vírus quando exposto ao 
ambiente (YANG; MILLER, 1999; GRAMKOW eta l., 2010).
Seu genoma possui sequências que codificam proteínas não essenciais para 
infecção virai. Tais genes podem ser deletados e substituídos por genes 
heterólogos, que ficarão sob comando de um forte promotor, sendo por isso 
utilizados como vetores na produção de proteínas recombinantes. Dois são os 
genes que podem ser substituídos, o gene codificante da poliedrina (p29) e o gene 
p10. Ambos codificam seus produtos com altas taxas de produção na fase tardia da 
infecção (SMITH et al., 1983).
Algumas são as vantagens do uso desses vetores em sistemas de 
expressão, como por exemplo o alto rendimento na expressão de proteínas 
heterólogas, a existência de fortes promotores ativos na fase tardia da infecção sem 
interferir com o ciclo virai, a capacidade de clonagem de grandes insertos, a 
capacidade de expressão de mais de uma proteína heteróloga ao mesmo tempo, 
entre outras. A espécie de baculovírus mais utilizada para essa finalidade é a 
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), associada a 
células Sf-9 (Spodoptera frugiperda) como hospedeiro (CONTRERAS-GÓMEZ et 
al., 2014).
Na infecção in vitro partículas virais extracelulares penetram nas células e o 
capsídeo virai é direcionado para o núcleo onde o DNA é liberado. A  expressão dos 
genes virais ocorre em três fases, a fase inicial onde os genes são transcritos nas 
primeiras horas de infecção e já é possível observar os efeitos citopáticos celulares 
como a dispersão da cromatina e aumento do núcleo. A fase tardia onde ocorre
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produção maciça de partículas virais extracelulares, e a fase muito tardia com cerca 
de 24 horas após a infecção, onde ocorre a transcrição dos genes envolvidos com 
a oclusão como o gene da poliedrina. É na fase muito tardia que o gene heterólogo 
é expresso (GRAMKOW et al., 2010).
Uma das desvantagens da infecção por baculovírus é a indução de morte 
celular limitando a produção da proteína recombinanle sendo necessário encontrar 
uma maneira de equilibrar o processo de morte e infecção e assim aumentar a 
produtividade do sistema.
Algumas das vantagens de utilizar sistemas de expressão associando o uso 
de baculovírus e células de inseto frente a outros sistemas está relacionada com 
características como a liberação de proteínas por secreção, crescimento celular 
rápido, ambiente celular eucariótico que favorece o enovelamento e proporciona 
modificações pós-traducionais e pontes dissulfeto. Tais características suportam o 
crescente uso desse sistema na produção de proteínas recombinantes e 
bioprodutos (LIN et al., 2011; MAREK et al., 2011; MOSCARDI et al., 2011; 
ELGAIED et al., 2017; KUEH et al., 2017; MABASHI-ASAZUMA; JARVIS, 2017; 
RAHPEYMA et al., 2017; YANG et al., 2017).
A produção de vacinas tem sido um dos alvos desse sistema de expressão. 
Sguazza et al. (2013) utilizando sistema de expressão baculovírus/células de inseto 
expressou com alto rendimento uma subunidade de hemaglutinina de gripe equina 
com potencial para ser utilizada como vacina ou teste diagnóstico, resultando na 
produção da proteína recombinante com potente resposta de anticorpo em 
camundongos.
Seguindo essa mesma linha, recentemente outro grupo utilizou o mesmo 
sistema de expressão para desenvolver uma vacina tetravalente contra a dengue, 
de maneira a abranger os quatro subtipos virais de dengue circulantes. Assim, 
desenharam duas vacinas tetravalentes, utilizando uma única proteína antigênica 
pertencente ao envelope de milhares de cepas do vírus da dengue, ambas com 
capacidade de gerar anticorpos específicos contra os quatro sorotipos do vírus 
(SUN et al., 2017).
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Outro potencial alvo do uso de sistemas de expressão com baculovírus e 
células de insetos tem sido a expressão de proteínas recombinantes para fins de 
estudos de atividade de proteínas celulares. Karasawa and Kawate (2017) 
expressaram o receptor P2X7 que é um canal de íons extracelular ATP-ligado 
envolvido na dor crônica, todavia ainda com mecanismos mal compreendidos. Yan 
el al. (2016) expressaram uma fosfodiesterase 3A (PDE3A) e uma fosfodieslerase 
3B (PDE3B) que desempenham um papel crítico na regulação do nível intracelular 
de AMP cíclico e GMP cíclico e parecem ativar a agregação plaquetária em doenças 
cardiovasculares.
Ainda, visando a produção de bioprodutos com potencial terapêutico, Abid et 
al. (2017) expressou uma proteína vegetal, a osmotina, que apresenta homologia 
com a adiponectina de mamíferos e exibe efeitos neuroprotetores. A proteina 
produzida em sistema de expressão baseado em baculovírus e células de inseto 
mostrou uma redução, bem como uma inibição da deposição de beta amiloide em 
modelos in vitro que imitam neuropatologias associada à beta amiloide, como 
doença de Alzheimer. Tais resultados sugeriram que esse modelo de expressão 
utilizado é uma boa abordagem para a produção dessa proteína como um potente 




Obtenção de uma hialuronidase do veneno da Loxosceles intermedia 
(aranha-marrom) de forma recombinante, solúvel e ativa, em sistema de expressão 
eucarioto (célula de inseto/baculovírus), e caracterização bioquímica e biológica, 
visando o entendimento da patogênese do loxoscelismo e o desenvolvimento de 
terapias racionais auxiliares.
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
a) Produção de uma hialuronidase recombinante (clonagem, expressão e 
purificação) do veneno de L. intermedia em sistema de expressão eucarioto de 
células de inseto (Spodoptera frugiperda) com auxílio de baculovírus.
b) Realizar caracterização bioquímica da enzima obtida por meio de zimografia, 
turbidimetria, eletroforese, Western blotting, degradação de 
glicosaminoglicanos
c) Avaliar biologicamente a enzima obtida, por meio de ensaios que irão 
observar a sua possível participação no loxoscelismo.
d) Avaliar o potencial de inibição da N-acetilcisteína (NAC) frente às enzimas 
presentes no veneno que causam degradação de componentes da matriz 
extracelular.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS
4.1 ANÁLISES IN SILICO
As análises da sequência nucleotídica do cDNA codificante da hialuronidase 
foram realizadas através da ferramenta ProtParam 
(<http://www.expasy.ch/tools/protparam.html>) para tradução, predição de massa 
molecular e ponto isoelétrico da proteína.
A presença de peptídeo sinal no cDNA foi analisada utilizando o programa 
SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP), a predição do número de pontes 
dissulfeto com o programa Disulfind (http://disulfind.dsi.unifi.it) e a presença dos 
sítios de N-glicosilação foram avaliadas com o programa NetNglyc 1.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGIyc).
O modelo tridimensional da Hialuronidase foi criado no programa HHPred 
program (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred) utilizando como moldes as 
estruturas cristalizadas das hialuronidases humana (2PE4) e de abelha (1FCQ), 
minimizado no programa UCSF Chimera e então a qualidade estereoquímica do 
modelo foi avaliada pelo programa MoIProbity (http://molprobity.biochem.duke. 
edu/), indicando os resíduos aminoacídicos em inconformidade com a natureza 
(angulação, rotâmeros, etc). Com os dados obtidos pelo MoIProbity, os resíduos 
que apresentaram outliers foram refinados um a um no software WinCoot (versão 
0.8.6.1) e a estrutura foi novamente minimizada e avaliada quanto a sua qualidade 
estereoquímica até otimização final. As análises da estrutura e as imagens foram 
realizadas o programa PyMOL.
4.2 DESENHO DOS PRIMERS, CLONAGEM E RECOMBINAÇÃO DA 
SEQUÊNCIA CODIFICANTE
A sequência codificante das hialuronidases encontradas no transcriptoma da 
glândula de veneno da Loxosceles intermedia foram amplificadas, a partir de 1 pg 
de RNA total das glândulas de veneno de L. intermedia, com primers específicos
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contendo sítios para a subsequente clonagem no vetor pENTR ™ / D-TOPO® 
(Invitrogen).
Os primers específicos com os sítios para subclonagem foram desenhados 
de maneira que: a) o primer “ forward' contivesse uma sequência inicial de quatro 
nucleotídeos (CACC) na extremidade 5’, correspondente a sequência de 
anelarnerilü no vetor pENTR™/D-TOPO® necessária para a recornbinação direta 
com o DNA do baculovirus pelo sistema Gateway® (Invitrogen). A sequência do 
primer desenhado foi: 5’CACCATGCAAACCATCTTAGTT3’ e b) o primer reverse 
por sua vez, foi desenhado de maneira a não conter a sequência do códon de 
parada (stop codon) para que o epítopo V5 e a cauda 6xHis tag também fossem 
expressos. A sequência do primer utilizado foi: 5'AAACTTTGTTTTCTGCTCACA3’.
Após amplificação por RT-PCR, os produtos foram purificados em gel de 
agarose 1% utilizando kit lllustra Gel Band Purification (GE Healthcare) e clonados 
no vetor pENTR ™ / D-TOPO® entre os sítios de reconhecimentos (att) 
característicos do Sistema Gateway® (Invitrogen). Em seguida foi realizada a 
transformação de E. coli One Shot® TOP10 quimicamente competente seguindo as 
recomendações do fabricante (Invitrogen).
As bactérias transformadas foram estricadas em meio ágar LB contendo 100 
pg/ml de canamicina e incubadas overnight em temperatura de 37°C. Em seguida, 
os clones positivos foram sequenciados para confirmar a sequência e a orientação 
correta da inserção e então a reação de recombinação foi realizada a 25 °C por 18 
h em um tubo de microcentrífuga contendo 300 ng do vetor de entrada purificado 
com sequência de codificação da hialuronidase, 300 ng do DNA Linear 
BaculoDirect™ e 4 pL da mistura de enzima LR Clonase® II.
4.3 TRANSFECÇÃO EM CÉLULAS DE Spodoptera frugiperda.
A transfecção foi realizada em placa de 6 poços contendo 8x105 células de 
Spodoptera frugiperda Sf9 aderidas, com 2 ml de meio Grace Insect cell não- 
suplementado. O meio previamente utilizado para aderência das células foi 
cuidadosamente retirado dos poços e então 2 ml de meio Grace Insect cell não-
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suplementado contendo 10 pL da LR recombinação produzida anteriormente, 8 pL 
de Cellfectin® II, 100 mM de ganciclovir e 200 pL meio Grace Insect cell não- 
suplementado foi adicionado e incubado a 27 °C por 5 horas.
Após esse período, as células foram cuidadosamente lavadas, mantidas em 
meio Sf-900 II e monitoradas até a observação dos efeitos citopáticos 
característicos da infecção por baculovirus, tais como aumento do volume nuclear 
e tamanho da célula, presença de granulações citoplasmáticas e alterações na 
membrana celular..
O resultado dessa primeira etapa de transfecção é denominado de primeiro 
estoque virai (P1). Posteriormente o título virai foi ampliado a partir dos estoques 
virais anteriores de modo a obter um estoque virai (P3) com alta concentração de 
vírus para ser utilizado na expressão da proteína recombinante. Os estoques virais 
foram armazenados a 4 °C, protegidos da luz. Para verificação do título virai do P3, 
o DNA do vírus foi extraído e à amplificação da sequência alvo do gene gp64 do 
vírus para quantificação da carga virai foi realizada por qPCR.
4.4 QUANTIFICAÇÃO DA CARGA VIRAL DE P3
Para quantificação da carga virai, inicialmente foi realizada a extração do 
DNA do vírus seguida de uma reação de qPCR utilizando primers para sequência 
alvo do vírus (gp64). A extração seguiu o protocolo indicado pelo kit BaculoDirect 
C-Term Expression System® (Invitrogen). Para tanto, 750 pl do estoque virai foram 
colocados em um microtubo de 1,5 ml e adicionados 750 pl de PEG 8000 diluído 
em 1M NaCI (4 °C). A mistura foi gentilmente invertida e incubada a temperatura 
ambiente por 30 min e centrifugada a 15.000 g por 10 min. O sobrenadante foi 
removido e 100 pl do Tampão de lise (0,1% de Triton X-100 em PBS) foi 
cuidadosamente adicionado ao pellet. 10 pl de proteinase K (5mg/ml) foi adicionado 
e a mistura foi gentilmente invertida e incubada a 50 °C por 1 hora. 110 pl de uma 
solução de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (25:25:1) foi adicionada, gentilmente 
invertida e centrifugada 15.000 g por 5 min. A fase aquosa foi cuidadosamente 
removida para um novo microtubo onde foi adicionado 10 pl de acetado de sódio
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3M, 0,5 pl de glicogênio ultrapuro (20 pg/pl) e 250 pl de etanol 100% e incubado a 
-20 °C por pelo menos 20 min. Em seguida o conteúdo foi centrifugado a 15.000 g 
por 15 min a 4 °C e o pellet lavado com 1ml de etanol 70%. O tubo foi novamente 
centrifugado e todos os traços de etanol removidos. O pellet foi ressuspenso em 10 
pl de água estéril.
A qPCR foi Teilá utilizando o kit de titulação virai BacPAK™ qPCR litralion Kit 
(Clontech). Para a reação, uma Master Mix contendo os reagentes do kit, descritos 
na tabela 2, foi preparada em gelo e adicionada a 1 pL de amostras dos controles 
da curva contendo diluições exponenciais da sequência alvo de amplificação (1 a 
1x106 cópias/ml, sendo que a amostra não diluída continha 2,4x107 cópias/ml), 
controle da reação sem a presença da sequência alvo de amplificação e amostras 
de DNA extraídos das amplificações virais, todos em duplicata. O resultado, em 
média de Ct, obtido na duplicata do teste foi comparado aos resultados da curva de 
titulação.
TABELA 2- DESCRIÇÃO DOS REAGENTES PARA REAÇÃO DE qPCR
Agua 3,4 pL
BacPAK Forward Primer (10 pM) 0,2 pL
BacPAK Reverse Primer {10 pM) 0,2 pL
ROX Reference Dye LSR (50x) 0,2 pL
SYBR® Advantage qPCR Premix (2X) 5 pL
Amostras/Controles 1 pL
Total de volume por poço 10 pL
Fonte; o autor
Os parâmetros utilizados para reação de amplificaçao da sequência alvo 
(GP64) são apresentados na tabela que segue (Tabela 3):
TABELA 3- DESCRIÇÃO DOS PARÂMETROS UTILIZADOS PARA AMPLIFICAÇÃO DA
Gp64
Etapa Temperatura Tempo Número de ciclos
Desnaturação inicial 95 °C 30 seg 1
qPCR 95 °C 3 seg 40
60 °C 25 seg
Curva de dissociação 95 °C 15 seg 1
60 °C 1 min
95 °C 15 seg
Fonte; o autor
50
4.5 PADRONIZAÇÃO E EXPRESSÃO DA HIALURON1DASE RECOMBiNANTE EM 
CÉLULAS SF9,
A fim de otimizar e padronizar as condições da expressão, testes de tempo, 
concentração (v/v) de vírus e condição de cultivo (aderência e suspensão) foram 
realizados. Para tal, 4x105 células Sf9 aderidas em placas de 6 poços e 2.5x106 
cel/ml em um volume final de 2 ml e 50 ml respectivamente, foram infectadas com 
porcentagens crescentes do terceiro estoque virai (P3) previamente produzido (ver 
item 4.3 do Materiais e Métodos) mantidas a 27 °C em incubadora tipo B.O.D 
(aderência) ou tipo shaker (suspensão) por diferentes tempos de expressão 
conforme o quadro abaixo:
TABELA 4- DESCRIÇÃO DAS CONDIÇÕES PARA PADRONIZAÇÃO DA EXPRESSÃO
Tempo de Expressão
72h 96 h 120h 144h






Percentual de P3 em Suspensão 5% 5%
Fonte: O autor
Os sobrenadantes foram coletados e avaliados quanto: à capacidade de 
expressão e atividade da proteína secretada. A capacidade de expressão foi 
verificada por ensaio de imunodetecção utilizando como anticorpo primário o anti- 
6xHis tag (1:2000) e a atividade da proteína secretada foi verificada através de 
testes de Zimograma copolimerizado com AH.
Após a padronização, a proteína, daqui em diante denominada de LiHyal2, 
foi expressa em 1L de suspensão de células Sf9 em meio SÍ900II, com densidade 
de 3x106 cel/ml. As células foram infectadas com 5% (v/v) de P3, produzido 
previamente antes da expressão, e mantida sob agitação (110 rpm) em shaker, a 
27°C por 144h.
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4.6 PURIFICAÇÃO DA HIALURONIDASE RECOMBINANTE
Para a purificação, o sobrenadante das expressões foi purificado em duas 
etapas: a primeira consistiu em uma cromatografia de afinidade e a segunda uma 
cromatografia de exclusão de massa, realizados em sistema de purificação AKTA 
PURE.
Para purificação por afinidade foram utilizados os tampões A (20 mM de 
fosfato de sódio; 0,5 M de NaCI; pH 7,4) e B (20 mM fosfato de sódio; 0,5 mM NaCI; 
500 mM Imidazol; pH 7,4).
O sobrenadante da expressão foi aplicado em uma coluna Histrap™ Excel 
1 ml, previamente equilibrada com tampão A e após aplicação a coluna foi pré-eluída 
com 4% de tampão B, para retirada de potenciais contaminantes que têm baixa 
afinidade de ligação com a coluna. A  eluição foi feita utilizando um gradiente linear 
de 4 a 100% de tampão B em frações de 2 ml e com fluxo de 0,5 ml/min.
Na segunda etapa, as frações obtidas da eluição da etapa anterior foram 
aplicadas em uma coluna HiPrep™ 16/60 Sephacryl® S-100 HR previamente 
equilibrada e a eluição foi feita com PBS (137 mM NaCI, 2,7 mM KCI, 10 mM 
Na2HP04, 2 mM KH2P04) em frações de 1 ml e fluxo contínuo de 0,5 ml/min.
4.7 DOSAGEM DE PROTEÍNAS PELO MÉTODO DE BRADFORD
A dosagem de proteínas foi realizada pelo método de Azul de Coomassie, 
descrito por Bradford (1976), adaptado para leitura em leitor de placas de 96 wells 
(Merídian ELX 800). O método baseia-se na diferença de coloração em que o Azul 
de Coomassie pode se encontrar. Ao ligar-se a proteínas, o reativo passa da 
coloração vermelha para azul, sendo sua absorbância determinada em 595 nm. A 
curva padrão foi construída com diferentes quantidades (0,25 pg -  2,00 pg) de Soro 
Albumina Bovina e as amostras foram diluídas para entrarem na região de 
linearidade da curva. O volume total de cada ponto da curva e das amostras foi de 
20 pL. O reativo para dosagem de proteínas Dye Reagent Concentrate foi diluído 
adicionando uma parte do reativo em 4 partes de água. Foram adicionados 200 pL
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do reativo diluído em cada ponto da curva e nas amostras, e após 5 minutos de 
incubação foi determinada a absorbância em 595 nm. Os pontos da curva e as 
amostras foram lidos em duplicatas.
4.8 ENSAIO DE IMUNODETECÇÃO.
As análises de imunodetecção foram realizadas utilizando a metodologia de 
Western blotting. Para tal, o sobrenadante da expressão e a proteína purificada 
foram submetidos â separação por eletroforeses em géis de poliacrilamida com SDS 
(dodecil sulfato de sódio) em condições redutoras e foram transferidas para 
membranas de nitrocelulose por 15 minutos à voltagem constante de 15 V. Em 
seguida as membranas foram bloqueadas por 1 h com leite desnatado em pó (3% 
p/v) diluído em PBS e incubadas por 2 h à temperatura ambiente sob agitação 
constante com anticorpo comercial (Abcam, USA) anti-6xHisTag (1:2000) e/ou Anti 
epitopo V5 (1:5000) (Invitrogen, Califórnia, USA) (que reconhecem as tags 
presentes na proteína recombinante, cauda de histidina e epitopo V5) e/ou soros 
pré e hiperimunes de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (diluídos na mesma solução 
de bloqueio). As membranas foram lavadas com o mesmo tampão na ausência de 
anticorpo e incubadas com anticorpos secundários anti-lgG de camundongo 
conjugados com fosfatase alcalina (Sigma, Missouri) por 1 h à temperatura 
ambiente. Após lavagens, a reação foi revelada com o substrato BCIP e o 
cromógeno NBT (Promega, Wisconsin, USA) em tampão ótimo para atividade de 
fosfatase alcalina.
4.9 ENSAIOS DE DEGRADAÇÃO
O sobrenadante da expressão e a proteína purificada também foram 
submetidos à zimografia em SDS-PAGE 10% copolimerizado com 0,17 mg/mL de 
ácido hialurônico (AH). As amostras em estudo, diluídas em tampão Laemmli (4% 
SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol e 0.125 M 
Tris HCI), em condições não redutoras, foram submetidas à eletroforese (15 mA) a
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4°C. Após a migração eletroforética, os géis foram lavados 3 vezes em Triton X-100 
(Reagen) 2,5% por 30 minutos cada e em seguida incubados a 37°C em tampão 
ótimo para a atividade enzimática (NaCI 200 mM, Tris 50 mM pH 7,5) durante 16 h 
e o gel por fim foi corado com Azul de Alcian 0,5% em solução de ácido acético 3% 
e descorado em solução de ácido acético 10%.
Para a elelroforese em gel de agarose, as arnoslras previamente incubadas 
com o substrato foram aplicadas em lâminas contendo gel de agarose (0,55%) e 
foram submetidas a uma corrida eletroforética em caixa refrigerada sob uma 
voltagem constante de 100 V. Condroitim sulfato (5 pg) foi incubado com veneno ou 
a proteína recombinante nas proporções 1:1 durante 16 h a 37°C. Após a 
eletroforese, os compostos foram precipitados no gel utilizando 0,1% de Cetavlon 
(brometo de cetiltrimetilamônio) em 2% NaOH durante 2 h à temperatura ambiente. 
Os géis foram secos e corados com Azul de Toluidina 0,1% em ácido acético 1% e 
etanol 50% (DIETRICH'S e DIETRICH’S, 1976; DA SILVEIRA et a l„ 2007).
A  verificação da atividade hialuronidásica da LiHyal2 foi testada também por 
turbidimetria. O ensaio descrito por Poh e colaboradores (1992) foi utilizado com 
algumas modificações. Vinte e cinco microgramas de AH foram incubados na 
proporção 1:1 (massa:massa ou w:w) com veneno de L. intermedia e com 25 pg, 2 
pg, 1 pg e 0,5 pg de LiHyal2 a 37 °C por 16 h. Como controle negativo foi utilizado 
o AH em PBS sob as mesmas condições. Após o tempo de incubação de 16 h o AH 
não degradado (volume final de reação de 0,5 mL) foi precipitado com 1 mL de 
cetavlon 2,5% em NaOH 2%. A absorbância de cada reação foi obtida em 
espectrofotômetro com o comprimento de onda de 400 nm. A absorbância do PBS 
com o cetavlon (branco) foi descontada dos valores obtidos.
4.10 ANIMAIS
Fêmeas de camundongos suíços adultos (25-30 g) e coelhos adultos da 
Nova Zelândia (~ 3 kg) foram utilizados nos experimentos in vivo. Os camundongos 
foram retirados do Biotério da Universidade Federal do Paraná e os coelhos foram
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adquiridos na Fazenda Experimental de Canguiri da Universidade Federal do 
Paraná e mantidos no Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos (CPPI).
4.11 TESTE DE PERMEABILIDADE VASCULAR EM CAMUNDONGOS
Inicialmente foi realizada a injeção intravenosa (veia caudal do camundongo) 
do corante vital Azul de Evans (25 mg/Kg diluído em tampão PBS). Após 10 minutos 
foram inoculados na região dorsolateral (subcutâneo) os seguintes controles e 
amostras: PBS, LiHyal2 (2 pg), proteína dermonecrótica recombinante LiRecDTI 
(2,5 pg) e LiHyal2 (2 pg) + proteína dermonecrótica recombinante LiRecDTI (2,5 
pg). Os mesmos volumes de controles e amostras testes foram aplicados. Após 2 h 
de exposição, os camundongos foram eutanasiados e dissecados para a 
visualização e foto-documentação do extravasamento do líquido intersticial. Os 
procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissão de Ética de Uso de 
Animais da Universidade Federal do Paraná (CEUA/BIO-UFPR) -  n° de parecer 
1142.
4.12 DERMONECROSE EM COELHOS
Para avaliar o efeito da LiHyal2 no espalhamento gravitacional da 
dermonecrose, o ensaio foi realizado utilizando as seguintes amostras injetadas por 
via intradérmica em uma área de pele depilada de coelhos: PBS, LiHyal2 (2 e 7,5 
pg) e toxina recombinante dermonecrótica (LiRecDTI) (2 pg) diluída em PBS com 
ou sem a LiHyal2 (2 e 7,5 pg). Os coelhos foram escolhidos para esses 
experimentos porque reproduzem lesões dermonecróticas próximas às observadas 
nos acidentes com humanos (CHAIM et al., 2011b). O desenvolvimento da necrose 
experimental foi observado em 3 h, 6 h e 24 h após as injeções. Os procedimentos 
utilizados foram aprovados pela Comissão de Ética de Uso de Animais da 
Universidade Federal do Paraná (CEUA/BIO-UFPR) -  n° de parecer 1142.
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4.13 TESTES COM O INIBIDOR NAC (N-acetilcisteína)
4.13.1 ATIVIDADE GELATINOLÍTICA
Para o estudo de inibição as amostras foram pré-incubadas a 37°C, por 15 
minutos em proporção de 1:2; 1:5; 1:10; 1:15 (veneno:NAC w:w). Para verificação 
da inibição de melaloproleases pela NAC, 20 pg de veneno total com e sem inibidor 
foram submetidos à zimografia em SDS-PAGE 10% copolimerizado gelatina com 
concentração final de 0,2% (HEUSSEN; DOWDLE, 1980). As amostras foram 
diluídas em tampão Laemmli, em condições não redutoras e foram submetidas à 
eletroforese (15 mA) a 4°C. Após a migração eletroforética, os géis foram lavados 3 
vezes em Triton X-100 (Reagen) 2,5% por 30 min cada e em seguida incubados a 
37 °C em tampão ótimo para a atividade enzimática durante 16 h e o gel por fim foi 
corado com Coomassie Brilliant blue R-250 e descorado em solução de metanol 
30%.
4.13.2 ATIVIDADE HIALURONIDÁSICA
A verificação de inibição da atividade hialuronidásica do veneno loxoscélico 
foi testada por turbidimetria. O ensaio foi feito como descrito no item 4.8 com 
algumas modificações. Como controle positivo, 25 pg de AH foi incubado na 
proporção 1:1 (massa:massa ou w:w) com veneno de L  laeta. Vinte e cinco 
microgramas de AH foram incubados com LiHyal2 (2 pg e 0,5 pg). Todas as 
amostras foram mantidas a 37 °C por 16 h. Como controle negativo foi utilizado o 
HA em PBS, pH 7,4, sob as mesmas condições. Para o estudo de inibição as 
amostras de veneno total e LiHyal2 foram pré-incubadas a 37 °C, por 15 min, em 
proporção de 1:2; 1:5; 1:10; 1:15; 1:20; 1:25 (veneno:NAC e LiHyal2:NAC) (w:w) e 
mantidas sob as mesmas condições dos controles (AH:NAC (25 pg:50 pg), 
AH:veneno (25 pg:25 pg) e AH:LiHyal2 (25 pg:2 pg e 25 pg:0.5 pg). Após o tempo 
de incubação de 16 h o AH não degradado (volume final de reação de 0,5 ml_) foi 
precipitado com 1 mL de cetavlon 2,5% em NaOH 2%. A absorbância de cada 
reação foi obtida em espectrofotômetro com o comprimento de onda de 400 nm. A 
absorbância do PBS com o cetavlon (branco) foi descontada dos valores obtidos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Sistemas de expressão procariotos apresentam as desvantagens de não 
realizar adequadamente modificações pós-traducionais e uma capacidade limitada 
de fazer pontes dissulfeto em algumas estruturas proteicas, sendo muitas vezes 
necessário a realização de redobramento in vitro (BANEYX; MUJACIC, 2004).
Visando otimizar a eficiência na produção de uma hialuronidase solúvel e 
ativa, sem a necessidade de redobramento in vitro, um sistema de expressão 
eucarioto utilizando células de inseto (Sf9) e baculovírus foi utilizado neste trabalho.
5.1 ANÁLISES IN SILICO
Utilizando primers desenhados com base na sequência do cDNA de 
hialuronidase de L. intermedia anteriormente utilizado pelo grupo (FERRER et al.,
2013), um cDNA que codifica uma hialuronidase com sequência codificante 
diferente foi obtido por RT-PCR a partir do mRNA das glândulas de veneno de L. 
intermedia. A sequência codificante encontrada foi denominada de LiHyal2.
As análises in silico das sequências codificantes das hialuronidases de L  
intermedia mostraram que:
a) Com relação as isoformas LiHyal2 e Dietrich’s Hyaluronidase (DHase) há o 
compartilhamento de 99% de similaridade entre elas, apresentando uma diferença 
em quatro resíduos de aminoácidos. Uma das modificações está presente no 
peptídeo sinal de secreção (substituição não-conservativa) e três na sequência 
madura da proteína, das quais duas substituições são não-conservativas (Leu107 
-» Pro e Arg214 -» Gly) e uma é conservativa (Ile293 -»  Met) (Figura 10);
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FIGURA 1 0 -ALINHAMENTO DOS RESÍDUOS DE AMINOÁCIDOS DAS HIALURONIDASES




















Sombreados em preto os resíduos de aminoácidos conservados entre LiHyal2 e Dietrich's. As setas 
apontam os resíduos de aminoácidos não conservados entre as hialuronidases.
Conforme mencionado, a sequência traduzida desta nova isoforma (LiHyal2) 
possui três resíduos de aminoácidos diferentes na sequência madura da Dietrich’s ’s 
hyaluronidase, dos quais dois são substituições não conservatives, quando 
comparada à hialuronidase de Dietrich’s. Todavia, essas substituições não 
envolvem resíduos do sítio catalítico Asp118, G!u120, ou resíduos aromáticos 
característicos de proteínas que se iigam a açúcares (Tyr45, Trp111, Tyr172, 
Tyr178, Tyr180, Tyr216, Phe233, Tyr258 e Trp288) (CHAO et al., 2007; FERRER 
et al., 2013).
Mediante tais características, é, portanto, esperado que a atividade 
enzimática da LiHyal2 esteja preservada. A importância desses resíduos para a 
atividade enzimática será abordada na continuidade deste item.
b) Em relação a sequência codificante completa da LiHyal2, a enzima possui 
1200 pb e codifica uma proteína com 400 aminoácidos com massa molecular 
prevista de 44 kDa e um pl teórico de 8,57, sem a presença das sequências que
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codificam as tags C-terminais epítopo V5 (14 aminoácidos) e 6xHisTag. Uma vez 
que a proteína foi planejada de maneira a conter as tags, a massa molecular 
prevista da proteína recombinante é 48.8 kDa e o pl teórico 8,74. Conforme citado 
anteriormente, as modificações aminoacídicas da LiHyal2 em relação a isoforma de 
Dietrich’s’s não causou significante mudança em ambos pl e massa molecular 
(LiHyal2 pl 8,57 e 44 kDa e Dielrich's’s pl 8,75 e 44,8 kDa).
Destes 400 resíduos de aminoácidos, os primeiros 19 formam o peptídeo 
sinal de secreção (endereçamento ao retículo endoplasmático). Ainda, a sequência 
apresenta 4 possíveis sítios de A/-glicosilação e 12 resíduos de císteínas podendo 
formar 6 pontes dissulfeto. Também foi detectada a presença de um domínio 
semelhante ao fator de crescimento epidérmico (EGF-//'ke) entre os resíduos 343 e 
396 (Figura 11).
Dos quatro sítios de N-glicosilação presumidos na sequência, o sítio Asp118 
e Glu120 encontram-se próximos aos resíduos do sítio catalítico e de um resíduo 
de triptofano envolvido na ligação com o substrato dificultando, na prática, a 
presença de N-glicosilação por impedimento espacial nesta região da proteína. As 
modificações pós-traducionais de formação de pontes dissulfeto e presença de 
sítios de N-glicosilação nas hialuronidase têm sido relatadas como auxiliares 
importantes no dobramento, estabilidade e funcionalidade dessas proteínas, como 
discutido a seguir.
A  sugestão de que pontes dissulfeto são importantes nas hialuronidases 
humanas foi verificada para HyaM. A proteína foi purificada em associação a um 
agente redutor de dissulfeto (DTT) e sua atividade foi verificada posteriormente em 
dois ensaios distintos. Em ensaio de zimograma a enzima perdeu a atividade, 
todavia em ensaio de microplaca, (no qual placas de 96 poços pré-revestidas com 
AH de cordão umbilical humano são tratadas com hialuronidase e o AH residual é 
determinado pela absorbância após revelação com HABP (Hyaluronic Acid Binding 
Protein) biotinilado) o mesmo efeito não foi observado (ZHANG et al., 2009).
A zimografia é uma técnica onde a enzima é redobrada após a adição de um 
detergente (Triton X-100) que retira o SDS utilizado inicialmente no processo de 
separação eletroforética permitindo o redobramento da proteína, enquanto que no
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ensaio de microplaca, conforme descrito acima, a estrutura nativa da proteína se 
mantêm (HYNES; FERRETTI, 1994). Os resultados observados nestes ensaios 
sugerem que pontes dissulfeto auxiliam no redobramento da enzima após 
tratamento para remoção de SDS permitindo a recuperação da atividade 
enzimática, todavia em estruturas dobradas, como é o caso do estado 
conformaciorial da enzima no ensaio de microplaca, a redução das pontes dissulfeto 
não parece ser essencial para a manutenção da conformação e da atividade 
catalítica no sítio ativo.
Diferente da relação observada entre a presença de pontes dissulfeto e a 
atividade catalítica da enzima, a modificação pós-traducional de /V-glicosilação 
parece exercer maior influência na atividade enzimática. A observação de que, ao 
ser tratada com uma A/-glicosidase, a mesma hialuronidase humana (HyaM) teve 
sua atividade enzimática reduzida em cerca de 40% fornece subsídios para 
enfatizar a importância dessas modificações para secreção de uma enzima ativa 
(JUNG et a l„ 2010; STÜTZ; WRODNIGG, 2016).
A  importância da A/-glicosilação também foi demonstrada em hialuronidases 
de venenos. A comparação de hialuronidases de venenos expressas em sistemas 
procarioto e eucarioto demonstrou que as enzimas selvagens e as produzidas por 
sistemas que permitem a N-glicosilação possuem melhor atividade catalítica em 
comparação aquelas produzidas por sistemas que não permitem a modificação pós- 
traducional (SOLDATOVA et al., 2007).
Diferenças bioquímicas podem sugerir diferentes funcionalidades da N- 
glicosilação para manutenção da atividade enzimática. Devido ao ambiente ácido 
do compartimento lisossomal, presume-se, por exemplo, que a glicosilação em 
HyaM auxilie na proteção e garantia de atividade em seu ambiente ótimo de ação 
(ZHANG et al., 2009). No caso das hialuronidases de veneno já foi verificada a 
importância da glicosilação para a performance enzimática (SOLDATOVA et al., 
2007).
c) Em relação a comparação das sequências aminoacídicas de hialuronidase 
humana (hHyal-1 - NP_149349.2) e de Apis mellifera (Api m 2 - Q08169.1) com a 
LiHyal2 é possível observar a presença de resíduos conservados entre as diferentes
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espécies, incluindo resíduos do sítio catalítico (Asp118, Glu120) (CHAO et al., 
2007), resíduos de interação com o substrato, resíduos aromáticos característicos 
de proteínas que se ligam a açúcares e resíduos de cisteínas (Figura 12).
Os resíduos aromáticos (Tyr45, Trp111, Tyr172, Tyr178, Tyr180, Tyr216, 
Phe233, Tyr258 e Trp288) característicos de ligação aos açúcares encontram-se 
nas proximidades da ferida catalítica e auxiliam na interação e estabilização dos 
resíduos que interagem com AH. Chao et al (2007) sugerem ainda que o resíduo 
Tyr202 da hialuronidase humana (Tyr172 da LiHyal2) auxilia Glu131 (Glu120 da 
LiHyal) na catálise ao polarizar a molécula de água para o ataque nucleofílico.
A demonstração da conservação dos resíduos do sítio catalítico em posições 
semelhantes, bem como dos resíduos responsáveis pelo posicionamento do AH na 
fenda catalítica das hialuronidases classificadas como Endo-p-A/-Acetil-D- 
hexosaminidases, que incluem as hialuronidases humanas, hialuronidase de abelha 
e DHase sugere não somente sua importância na atividade de degradação do AH 
mas também os indícios de que todas atuam pelo mesmo mecanismo de clivagem 
(JEDRZEJAS; STERN, 2005), confirmando assim a semelhança da LiHyal2 com as 
demais hialuronidases de mamíferos e de venenos animais.
Além disso, evidências da importância desses resíduos que atuam na 
hidrólise e modulação iônica dos grupos carboxílicos dos açúcares na fenda 
catalítica dessas enzimas foi demonstrada quando uma mutação sítio-dirigida em 
uma hialuronidase humana (PH-20) modificou resíduos de Glu113 (equivalente a 
Glu120 na LiHyal2) produzindo polipeptídeo PH-20 sem atividade e outro mutante 
em Asp111 (equivalente Asp118 na LiHyal2) manteve uma atividade residual com 
cerca de 3% em comparação a atividade da enzima selvagem (JEDRZEJAS; 
STERN, 2005).
Outro estudo utilizando a mesma técnica de mutação sítio-dirigida em 
diferentes resíduos em outra isoforma de hialuronidase humana (HyaH) descreve 
funções específicas na atividade catalítica dessas enzimas. Esses resíduos 
estavam relacionados com o reconhecimento e ligação do substrato (Tyr202, 
Ser245), atividade catalítica (Asp129, Glu131) e estabilização do substrato na fenda 
catalítica (ZHANG et al., 2009).
61
As mutações nos resíduos Asp129, Tyr202 e Arg265 reduziram em mais de 
90% a atividade catalítica da enzima em relação à enzima selvagem enquanto que 
a mutação em Asn216 não demonstrou efeito de redução de atividade e as 
mutações em Glu131 e Tyr247 resultaram em uma proteína sem atividade catalítica 
(ZHANG et al., 2009).
Esses resultados suportam o papel crítico dos resíduos conservados das 
sequências das hialuronidases humana. Além disso, embora os resíduos Glu131 e 
Tyr247 não sejam essenciais para atividade de catálise, foi demonstrado que são 
resíduos importantes para garantir a eficiência máxima da enzima. Uma vez que 
LiHyal2 compartilha dos mesmos resíduos conservados em regiões semelhantes e 
possui mais de 99% de semelhança com a DHase, que pertence ao mesmo grupo 
enzimático de enzimas da família 56 de glicosil-hidrolases classificadas como (B-N- 
acetil-hexosaminidase (SILVEIRA et al., 2007; FERRER et al., 2013) que HyaM e 
PH-20, é possível sugerir o mesmo grau de importância de tais resíduos na 
atividade catalítica de LiHyal2.
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FIGURA 11- SEQUÊNCIA NUCLEOTÍDICA E AMINOACÍDICA DE LiHyal2.
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Em vermelho os resíduos que fazem parte do peptídeo sinal de endereçamento para o retículo. Em 
azul os resíduos de cisteinas que podem formar as pontes dissulfeto. Em verde os possíveis sítios 
de N-giicosilação. Em destaque dentro do retângulo os resíduos de aminoácidos do domínio 
semelhante ao fator de crescimento epidérmico (EGF-//fce). Em laranja os resíduos da tag epítopo 
V5. Em rosa os resíduos da cauda de poli histidina (6xHisTag).
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FIGURA 12-ANÁLISE DO ALINHAMENTO MÚLTIPLO DA SEQUÊNCIA PROTEICA DEDUZIDA 
_______________ DE LiHyal2 COM HIALURONIDASE HUMANA E DE ABELHA.________________
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Os resíduos catalíticos estão sombreados em vermelho. Em azul, resíduos aromáticos 
característicos de proteínas que se ligam a açúcares. Os resíduos de Arg que presumivelmente 
interagem com os grupos carboxilicos de HA estão sombreados em verde. As setas pretas apontam 
para resíduos de cisteina conservados nas três sequências. As setas verdes apontam para resíduos 
de cisteina do domínio semelhante ao EGF (ausentes em Api m2). Os resíduos de cisteina 
sombreados em marrom são presumivelmente característicos das hialuronidases aracnídeas. À 
esquerda, na parte superior, são observadas as porcentagens de similaridade estre as sequências 
apontadas. Número de acesso hialuronidase humana (hHyal-1 -  NP_149349.2) e Apis mellifera  (Api 
m 2 -  Q08169.1).
Fonte: O Autor
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Devido à presença dessas similaridades e a existência de estruturas 
resolvidas das hialuronidases humana e de Apis mellifera, a predição de um modelo 
molecular para LiHyal2 proporcionaria melhor observação das semelhanças 
encontradas na sequência primária das hialuronidase citadas. Para tal, a 
modelagem molecular da LiHyal2, utilizando a sequência madura da proteína sem 
as tags epilopo V5 e 6xHis tag, foi feita utilizando como molde Api m2 de Apis 
mellifera (abelha) (PDB 1FCQ) e hHyal-1 (humana) (PDB 2PE4) (Figura 13A e 13B).
O modelo obtido de LiHyal2 compreende treze hélices, oito fitas (3 e vinte e 
um loops, estando os resíduos catalíticos Asp99 e Glu101 localizados no oitavo 
loop. Quando comparamos a estrutura predita de LiHyal2 e a estrutura de hHyal-1 
em sobreposição, é possível observar grande semelhança estrutural. Todas as a- 
hélices e quase todas as fitas-(3 são correspondentes, todavia alguns loops não se 
sobrepõem, bem como parte do domínio semelhante ao EGF (Figura 14A e 14B). 
Essa região adicional do domínio EGF-like da hialuronidase humana (duas fitas p e 
um loop) pode ser observada também na estrutura primária (Figura 12). Em ambas 
sobreposições LiHyal2/hHyal1 (Figura 14A) e LiHyal2/Api m2 (Figura 14B), os dois 
resíduos de Asp e Glu presentes no domínio catalítico das três estruturas estão 
localizados no mesmo loop, profundamente na fenda catalítica.
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FIGURA 13-EST RUT URA TRIDIMENSIONAL PREVISTA DA LiHyal2.
LiHyal2 (a-hélices em azul, fitas-(3 em vermelho, loops em rosa; domínio semelhante a EGF em 
preto) A modelagem usou hHyal-1 (PDB 2PE4) e Api m 2 (PDB 1FCQ) como moldes. Em A os 
resíduos catalíticos são mostrados em verde. O domínio semelhante ao EGF aparece em preto. Em 
B detalhe da fenda catalítica e posição das cinco ligações dissulfeto previstas no modelo: C12-C300 
e C177-C190 estão localizadas no domínio catalítico; C325-C336, C330-C365 e C367-C376 estão 
localizados no domínio semelhante ao EGF. Cys212, que pode formar uma ligação dissulfeto com 
Cys170 (característica das hialuronidases dos aracnídeos) é indicada com seta laranja.
Fonte: O Autor
Apesar de a hialuronidase de inseto e hialuronidase humana mostrarem 
identidades muito semelhantes com a LiHyal2 (47,4% e 47,9%, respectivamente), 
esta parece ser estruturalmente mais semelhante à hialuronidase humana do que à
66
hialuronidase de abelha, o que pode surpreender, visto que abelhas e aranhas são 
artrópodes. O compartilhamento de um domínio semelhante ao EGF, que está 
ausente na hialuronidase de abelha, poderia ser uma hipótese para tal semelhança. 
Somando-se a isso, a localização das pontes dissulfeto de LiHyal2 e hHyal-1 na 
mesma posição, incluindo as três ligações dissulfeto que fazem parte do padrão de 
assinatura dos dorníníos do tipo EGF (CHAO, MUTHUKUMAR E HERZBERG, 
2007) também pode explicar a semelhança entre a LiHyal2 e a hialuronidase 
humana hHyal-1.
De fato, alguns autores levantam a hipótese de que todas as hialuronidases 
de mamíferos contêm o domínio semelhante ao HyalEGF (CHAO, MUTHUKUMAR 
E HERZBERG, 2007). O papel exato desses domínios nas hialuronidases ainda é 
desconhecido, mas provavelmente medeia as interações proteína-proteína 
associadas à modulação do crescimento e desenvolvimento, uma vez que o EGF 
está relacionado a respostas de proliferação e tal domínio possui homologia 
significativa com o fator de crescimento epidérmico (EGF) compartilhando respostas 
funcionais (APPELLA et al., 1988).
Em relação aos resíduos de cisteína que formam ligações dissulfeto na 
LiHyal2, as pontes previstas na sequência madura são observadas no modelo 
predito com a interação entre os resíduos Cys12-Cys300, Cys-117-Cys190 
(resíduos conservados em hialuronidases de artrópodes), Cys325-Cys336, Cys330- 
Cys365, Cys367-Cys376 (resíduos que fazem parte do domínio semelhante ao 
EGF). Todavia, o modelo não mostrou interação entre Cys170-Cys212 (Figura 13B). 
Essa sexta ponte dissulfeto (Cys170-Cys212) também foi encontrada em 
hialuronidases de outras espécies de aracnídeos (Loxosceles laeta e Brachypelma 
vagans) e devido a sua localização próxima ao sítio catalítico dessas enzimas 
supõe-se que sua função seja de reforçar a estabilidade do sítio catalítico nas 
hialuronidases de aracnídeos (Figuras 15A e 15B). Clement et al. (2012) ainda 
levantaram a hipótese de que essa ligação dissulfeto pode ser exclusiva das 
hialuronidases de aranhas e, uma vez que o modelo foi previsto utilizando como 
moldes as hialuronidases humana e de abelha, essa ponte não foi identificada 
provavelmente devido a este fato.
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FIGURA 14-SOBREPOSIÇÃO DOS MODELOS LiHyalL2/HHYAL1 E LiHyal2/API M2
Em A  sobreposição da estrutura de LiHyal2 (a-hélices em azul, fitas-p em vermelho, loops em rosa; 
domínio semelhante a EGF em preto) com estrutura hHyal-1 (a-hélices, fitas-p e loops em cinza; 
domínio semelhante ao EGF em verde). Em verde os resíduos catalíticos de LiHyal2. Em B 
sobreposição do modelo LíHyal2 (a-hélices em azul, fitas-p em vermelho, loops em rosa; domínio 
semelhante a EGF em preto) com estrutura Api m 2 (a-hélices, fitas-p e loops em amarelo). Em 
laranja e azul resíduos catalíticos de hHyal-1 e Api m2 respectivamente.
Fonte: O Autor
68
FIGURA 15-ANÁLISE DE ALINHAMENTO MÚLTIPLO E TAXA DE SIMILARIDADE DE 
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A: Árvore guia - dendrograma de várias sequências de hialuronidase construídas com base na 
distância entre essas sequências. Sequências intimamente relacionadas são agrupadas em ramos 
próximos. Números de acesso do Genbank: C. eiegans (CAA88874.1), S. kowalevskii 
(XP_002734357.1 ), B. belcheri (XP_019631125.1), B. yarrelli (TS077721.1), R. norvegicus 
(EDL77243.1), B Taurus (XP_024838436.1 ), F. occidentalis (XP_026276967.1 ), M. martensii 
(P86100.2), T. serrulatus (P85841.2), C. salei (CUH74573.1), B. vagans (AFS33217). B: Taxas de 
similaridade entre LiHyal2 e outras hialuronidases analisadas em A, em vermelho destacada as 
hialuronidases de aranhas e escorpiões (Calculado usando o EMBOSS Needle Tool - 
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). C: Análise de alinhamento múltiplo de LiHyal2 
com outras hialuronidases do veneno de aracnídeos. As setas apontam para resíduos ativos do sítio 
catalítico (D 118. E120) e para o E268, que corresponde a um residuo importante para a atividade 
enzimática. Asteriscos indicam os resíduos aromáticos envolvidos na ligação do açúcar. Pares de 
resíduos de cisteina que presumivelmente formam ligações dissulfeto são indicados por pontas de 
seta com cores correspondentes. Cys12-Cys300, Cys-117-Cys190 e Cys170-Cys212 estão no 
domínio catalítico e Cys325-Cys336, Cys330-Cys365, Cys367-Cys376 estão localizados no domínio 
EGF-like. As sequências foram alinhadas com a ferramenta Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Os resíduos sombreados a preto mostram identidades 
de aminoácidos e os resíduos sombreados a cinza mostram substituições conservativas. Números 
de acesso: B. vagans (AFS33217.1), C. salei (CUH74573.1), M. martensii (P86100.2), T. serrulatus 
(W0HFN9.1), C. sculpturatus (XP_023226974.1).
Fonte: O Autor
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5.2 DO DESENHO DOS PRIMERS À  EXPRESSÃO HETERÓLOGA
De maneira a facilitar o entendimento dos passos seguidos desde a 
amplificação da sequência codificante de LiHyal2 até a obtenção de um baculovírus 
contendo a sequência da LÍHyal2 e posterior expressão da proteína, um esquema 
foi desenhado ilustrando os processos (Figura 16).
FIGURA 16-FLUXOGRAMA DAS ETAPAS PARA OBTENÇÃO DE UM BACULOVÍRUS 
RECOMBINADQ À EXPRESSÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE.
Forward Prim er
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r + J 0




em f .  c o ll










Isolam ento do DNA 
plasm idial das colônias 
positivas
Esquema que ilustra as etapas realizadas desde o isolamento do cDNA até a preparação dos 
estoques virais e posterior expressão da proteína.
Fonte: O Autor
Os processos de 1-7 (Amplificação da sequência codificante de LiHyal2 â 
Transfecção em Sf9) foram previamente realizados pelo grupo de pesquisa. Em 
resumo, os resultados obtidos desde a amplificação da sequência às amplificações 
virais iniciais culminaram em um P3 com título virai de cerca de 2x1010 cópias 
virais/ml, quantificados por qPCR. Esse P3 foi utilizado para a realização da 
padronização e posterior expressão.
Não é a primeira vez que hialuronidases de venenos são expressas em 
sistemas eucariotos. Diferentes abordagens visando a obtenção dessas enzimas
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com a presença de modificações pós-traducionais como formação de pontes 
dissulfeto e N-glicosilação têm sido aplicadas na tentativa de expressar essas 
enzimas com maior semelhança às nativas presentes nesses venenos. Nesse 
contexto, sistemas de expressão utilizando leveduras Pichia pastoris e células de 
inseto (SOLDATOVA et a l„ 2007, 2007; CHEN et al., 2016; AMORIM et al., 2018) 
têm sido explorados.
Após produção do P3, a expressão da LiHyal2 foi verificada pela realização 
de um zimograma co-polimerizado com AH (Figura 17). Além do sobrenadante do 
P3, amostras contendo lisado de células do P3 foram analizadas quanto aos níveis 
intracelulares de proteína recombinante e amostras do sobrenadante de cultivo não 
infectado com vírus recombinado e lisado de células do sobrenadante não infectado 
foram verificados quanto a presença de enzimas que degradem AH.
Como representado na Figura 17 (colunas 2 e 3), as células e o meio 
condicionado não infectado com o vírus recombinado não produziram bandas claras 
contra o fundo escuro, indicando que não há atividade enzimática de hialuronidase 
anteriormente à infecção dessas células por vírus recombinados. Em relação ao 
lisado de células e do sobrenadante do P3 (Figura 17, colunas 4 e 5 
respectivamente) várias bandas claras com mobilidades eletroforéticas distintas, e 
uma banda única são observadas, respectivamente. A  presença de uma banda 
única no sobrenadante corresponde à LiHyal2 madura secretada.
Após a transfecção e etapas sequenciais de infecção com vírus recombinado 
para produção de estoques virais de alto título, a expressão de LiHyal2 solúvel e 
ativa foi confirmada pelo zimograma de AH. Esta atividade enzimática também foi 
encontrada em proteínas intracelulares com diferentes mobilidades eletroforéticas, 
o que provavelmente reflete os diferentes estágios da síntese de hialuronidase 
recombinante e modificações pós-traducionais nos compartimentos celulares 
envolvidos, como retículo endoplasmático, complexo de Golgi e vesículas de 
secreção.
Quando a banda de LiHyal2 secretada é comparada com o perfil enzimático 
do veneno total de L. Intermedia (Figura 17, coluna 1), é notável que a mobilidade 
eletroforética da LiHyal2 é um pouco menor, corroborando com a maior massa
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molecular prevista devido a inclusão dos resíduos de aminoácidos que compõe os 
tags (epitopo V5 e a cauda de poli histidina) na porção C-terminal da proteína.
FIGURA 17-ZIMOGRAFIA DE ÁCIDO HIALURÔNICO DE AMOSTRAS DE CULTURA SF9
k D a  
9 7 -
6 6 -  
4 5 -
2 9 -
Em 1: veneno total de L. intermedia (2 |jg). Em 2 e 4 lisado de células sem ou com vírus recombinado, 
respectivamente. Em 3 e 5 meio condicionado de células não infectadas ou infectadas com virus 
recombinado, respectivamente.
Fonte: O Autor
Uma vez confirmada a secreção da hialuronidase recombinante ativa, a 
otimização da expressão e purificação de LiHyal2 foi realizada. As escolhas te 
tempo e quantidade de vírus a serem utilizados para os testes de expressão foram 
baseados no conhecimento dos tempos de replicação dos genes virais onde a 
sequência da hialuronidase foi recombinada e das respostas celulares observadas 
durante os processos de amplificação para obtenção da melhor condição entre a 
infecção e a lise das células, de maneira a evitar proteólise da enzima secretada.
Utilizando os anticorpos que reconhecem as tags (Anti epitopo V5 e Anti 
6XHis tag) (Figura 18 A  e B; C e D, respectivamente) é possível observar que a 
partir de 72h a proteína é expressa e secretada sem mostrar diferença significante 
entre os intervalos de tempos e concentrações virais testados.
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Todavia, as condições de cultivo testadas (aderência/suspensão) mostraram 
diferenças (Figura 18 A e C) indicando uma melhor condição de expressão quando 
a mesma foi realizada com células aderidas. Porém, ao analisar a atividade das 
enzimas expressas nas diferentes condições, a condição que apresentou melhor 
resultado foi a expressão em suspensão com 5% de vírus (v/v) no tempo de 144 h 
(Figura 18 E). A alividade enzimálica de Iodos os Lernpos de expressão na condição 
aderência foram verificadas, todavia não houve discrepância entre os intervalos de 
tempo e melhora na atividade catalítica da enzima (dados não mostrados).
FIGURA 18-TESTES BIOQUÍMICOS DA ÚLTIMA PADRONIZAÇÃO DE EXPRESSÃO
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Para os ensaios de imunodetecção (western blotting) as amostras referentes ao sobrenadante das 
expressões não purificadas em condições redutoras foram testadas frente ao anticorpo primário anti- 
GxHisTag mostrados em A e B, incluindo amostras do controle positivo proteína recombinante 
LiRecDT 1, e em C e D anticorpo primário utilizado foi o anti epítopo V5. Em E está mostrado o ensaio 
de zimograma copolimerizado com ácido hialurônico (HA). Acima das imagens, as barras indicam
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as condições de cultivo (aderência ou suspensão) e a concentração de vírus utilizada (1%, 2,5% ou 
5%). Abaixo, os tempos de expressão testados (72 h, 96 h, 120 h, 144 h).
Fonte: O Autor
Uma vez que os testes de padronização mostraram diferentes atividades 
quando as amostras foram testadas, para os mesmos tempos de expressão, nas 
diferentes condições de cultivo (em suspensão ou aderidas) e porcentagens de 
infecção virai, a expressão em larga escala foi realizada nas condições descritas a 
seguir.
A  condição suspensão com 5% de baculovírus recombinado (v/v) sob 
agitação de 110 rpm a 27 °C por 144 h foi a condição que mostrou melhor resultado 
de atividade e é a mais utilizada para este sistema de expressão (YANG, 2016). 
Portanto, um litro de meio de cultivo Sf900ll contendo 3x106 cel/ml foi infectado com 
solução recém-preparada de baculovírus recombinado sob essas condições.
Assim como a hialuronidase humana (hHyal-1) expressa em células de inseto 
(Schneider 2) por Chao, Muthukumar e Herzberg (2007), para atingir grau de pureza 
adequado a LiHyal2 necessitou de duas etapas de cromatografia. Uma primeira 
etapa de purificação por cromatografia de afinidade, seguida por uma purificação 
por exclusão de massa.
Para tal, as células foram então removidas por centrifugação e o meio foi 
filtrado em filtro de membrana com tamanho de poro de 0,22 pM e aplicado em uma 
coluna Histrap™ Excel 1 ml. A proteína foi eluída e analisada por SDS-PAGE sob 
condições redutoras. O resultado é mostrado na Figura 19 linha 1 e observa-se que 
o processo de purificação por afinidade não foi suficientemente eficaz, mas 
enriqueceu a solução com a proteína recombinante (~ 44 kDa).
A ligação de tais contaminantes pode ser explicada pela presença de altas 
concentrações de aminoácidos nos meios para crescimento de células de inseto 
tais como, glutamína e glicina que competem com a proteína marcada com 6xHis 
por sítios de ligação em matrizes Ni-NTA como consta no manual de cultivo das 
células Sf9 (QIAGEN, 2001).
De maneira a melhorar o grau de pureza, para a segunda etapa 
cromatográfica as frações correspondentes ao eluato contendo a LiHyal2 foram
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submetidas a uma cromatografia de exclusão de massa utilizando uma coluna 
HiPrep ™ 16/60 Sephacryl® S-100 HR, que separa moléculas de uma faixa entre 
10-100 kDa, resultando na obtenção de uma proteína pura com uma mobilidade 
eletroforética de aproximadamente 44 kDa (Figura 19 linha 2).
A expressão de 1 litro com 3x106 cel/ml com 5% de vírus recombinado 
produziu aproximadamente 1 mg de proteína purificada.










A esquerda o padrão de massa molecular. Em 1, perfil em SDS-PAGE 12,5% em condições 
redutoras da proteína resultante da etapa de purificação em cromatografia de afinidade com coluna 
Ni Sepharose® Excel (GE Healthcare). Em 2, perfil em SDS-PAGE 12,5% em condições redutoras 
da proteína resultante da segunda etapa de purificação em cromatografia de exclusão de massa 
com coluna HiPrep 16/60 Sephacryl® S-100 HR (GE Healthcare).
Fonte: O Autor
Ainda que sistemas de expressão procariotos apresentem maiores 
rendimentos, um estudo realizado por (HOFINGER et al., 2007) comparou a 
produção de uma hialuronidase humana em ambos sistemas, procarioto (E. coli) e
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eucarioto (células de inseto), em relação fatores que incluíam a atividade catalítica 
e os efeitos da glicosilação na atividade enzimática da proteína produzida nos dois 
sistemas. Os autores demonstraram que apesar de o rendimento bruto da proteína 
em sistema procarioto ter sido maior em comparação ao sistema eucarioto, a 
necessidade de redobramento, para formação de pontes dissulfeto, resultou em 
baixo rendimento de proteína ativa comparada a quantidade obtida de enzima 
produzida em células de Drosophila Schneider-2 (DS-2) (1.0 mU/mL em E. coli e 
150 mU/mL e m DS-2). Outra observação do estudo foi de que a enzima produzida 
em células de Drosophila Schneider-2 (DS-2) apresentou melhor atividade de 
hidrólise do AH quando comparada a enzima produzida em E. coli.
Observações como esta demonstram que, ainda que sistemas bacterianos 
sejam mais simples, mais rápidos e demandem menor custo de produção para 
obtenção de grandes quantidades de proteínas, as proteínas que apresentam 
padrões de glicosilação são melhor expressas em sistemas mais complexos, como 
os sistemas baseados em células de insetos, mesmo que o custo de produção seja 
maior e as células de inseto cresçam mais lentamente e apresentem rendimentos 
mais baixos em comparação aos sistemas bacterianos.
5.3 IM UNO DETECÇÃO
Ensaios de imunodetecção (western blotting) utilizando os anticorpos contra 
as tags presentes na proteína recombinante foram realizados. Os anticorpos 
monoclonais anti-V5 e anti 6xHis-tag confirmaram que a proteína purificada era 
LiHyal2 (Figura 20, colunas 1 e 2, respectivamente).
Além disso, de maneira a confirmar a conservação da nova isoforma 
expressa (LiHyal2) entre as espécies de Loxosceles (L. gaúcho, L. laeta) e o 
reconhecimento por L. intermedia, testes de imunodetecção com anticorpos 
produzidos com o veneno total das espécies supracitadas foram realizados.
O reconhecimento da proteína pelos anticorpos (Figura 20, colunas 3, 4 e 5) 
e a reação negativa no soro pré-imune (Figura 20, coluna 6) mostraram que a 
hialuronidase nativa e a LiHyal2 compartilham epítopos e confirmou a conservação
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dessa enzima entre as espécies testadas. Buch et al. (2015) mostraram resultados 
semelhantes quando verificaram a conservação de epitopos na DHase
FIGURA 20-RECONHECIMENTO IMUNOLÓGICO DE LiHyal2.
1 2 3 4 5 6
As proteínas (5 pg) foram separadas por SDS-PAGE (12,5%) em condições redutoras e transferidas 
para membranas de nitrocelulose. As colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 mostram o perfil da LiHyal2 exposta 
aos anticorpos primários: antl epltopo V5 dlluido 1/5.000 em PBS/caselna (coluna 1); anti 6xHlsTag 
1/2.000 (coluna 2); soros hiperimunes de coelhos vacinados com veneno total de L. intermedia 
(coluna 3), L. laeta (coluna 4), L. gaucho (coluna 5); e soro pré-imune (coluna 6) (controle negativo); 
todos diluídos 1/1.000 em PBS/caseína. Marcadores de massa molecular são mostrados à esquerda.
Os resultados de reconhecimento imunogênico apresentados estão de 
acordo com a literatura, uma vez que corroboram com os resultados encontrados 
por Barbaro et al. (2005) que, por meio de ensaio de western blotting e utilizando 
soros produzidos em coelhos com pool de veneno de L. intermedia, L. gaucho e L. 
laeta nas mesmas proporções, mostraram que os venenos de L. laeta, L. gaucho, 
L. intermedia, L. deserta e L. reclusa contêm toxinas que se relacionam, com a 
presença de epitopos, tanto lineares quanto estruturais, conservados de diversas 
toxinas, inclusive da hialuronidase.
Devido a importância das toxinas que potencializam a ação do veneno nos 
tecidos por degradarem componentes da MEC facilitando a dispersão de outras 
toxinas bem como a demonstração de um potencial imunogênico pela hialuronidase 
de Dietrich’s, os principais epitopos dessa hialuronidase foram incluídos para 
constituir uma nova proteína multiepitópica recombinante (LIMA et al., 2018).
Esses epitopos foram então combinados a uma proteína multiepitópica 
quimérica composta por epitopos lineares conformacionais de fosfolipase-D do
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veneno de L. Intermedia denominada de rMEPLox. Muitos trabalhos têm 
desenvolvido soros produzidos com fosfolipases-D recombinantes (GONDO- 
HIGASHI et al., 2008; FELICORI et al., 2009; DIAS-LOPES et al., 2010; LIMA et al., 
2018), no entanto, alguns dos efeitos das hialuronidases, como a intensificação do 
edema, não são completamente neutralizados por esses antissoros (DOMINGOS 
el al., 2003). Dessa maneira a presença de epílopos de hialuronidase presente no 
veneno total auxiliaria na neutralização das ações deletérias produzidas por ela no 
loxoscelismo, tais como o espalhamento de toxinas, intensificação da lesão 
dermonecrótica e potencialização do edema (FERRER et al., 2013).
Essa hipótese de neutralização total foi observada por Lima et al (2018) 
quando verificou que os coelhos vacinados com a quimera desenvolvida, contendo 
epitopos de fosfolipases-D e hialuronidase, demonstraram 100% de proteção contra 
dermonecrose ao serem desafiados com veneno de L. intermedia
A importância das modificações pós-traducionais nas hialuronidases vai além 
das funções já citadas (auxiliar no dobramento e estabilização da conformação e na 
atividade catalítica). Soldatova et al. (2007) demonstraram que a enzima 
recombinante de abelha produzida em células de inseto é melhor reconhecida por 
IgE específica presente no soro de pacientes alérgicos ao veneno de abelha em 
comparação à enzima produzida em E. coli. Os autores atribuíram essa 
característica à presença da N-glicosilação na enzima produzida em sistema 
eucarioto, uma vez que o reconhecimento pelos anticorpos IgE dos pacientes foi 
semelhante ao reconhecimento da enzima nativa
O conhecimento acerca dessa imunoreatividade observada na hialuronidase 
de abelha pode contribuir para estudos futuros no melhoramento de soros para 
tratamento do loxoscelismo. Assim como, a adição de fosfolipases recombinantes 
mutadas inativas, a adição de uma LiHyal2 mutada com perda da atividade catalítica 
porém, supostamente com imunogenicidade semelhante à enzima nativa, pode ser 
explorada no processo de melhoramento da produção do soro antiloxoscélico.
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5.4 PERFIL DE DEGRADAÇÃO DA LiHyal2
O perfil de degradação de AH pela da enzima purificada também foi 
investigado por diferentes ensaios que incluíram zimograma, turbidimetria e 
eletroforese em gel de agarose.
De maneira a verificar se a mobilidade eletroforética da enzima recombinante 
corroborava com a altura de degradação da hialuronidase nativa, LiHyal2 (2 pg) e 
veneno total de L. intermedia (10 pg) foram submetidos a uma zimografia em SDS- 
PAGE copolimerizado com AH.
Na Figura 21 A é possível observar o perfil de degradação do veneno total 
de L. intermedia e da LiHyal2. As bandas de degradação, observadas no veneno 
total de L. intermedia, são compatíveis com o padrão de degradação previamente 
descrito por Silveira et ai. (2007b). O aparecimento de uma zona clara, com massa 
molecular mais alta que as hialuronidases do veneno total de L. intermedia, confirma 
que LiHyal2 foi expressa como uma enzima ativa. Confirma também a mobilidade 
eletroforética esperada dessa proteína que, por possuir as tags epitopo V5 e cauda 
de poli histidina, é um pouco maior que as enzimas presentes no veneno total.
Diferentes trabalhos têm mostrado perfis eletroforéticos de degradação em 
zimografia com ácido hialurônico de diferentes espécies de aranhas do gênero 
Loxosceles. Young; Pincus (2001) apresenta um perfil de degradação de L. 
rufescens em cerca de 32 kDa enquanto que Barbaro et al. (2005) apresenta um 
padrão de degradação por L. reclusa, em aproximadamente 44 kDa, bem como a 
conservação deste perfil em outras espécies (L. deserta, L. gaucho, L. intermedia, 
L. laeta).
Silveira et al. (2007b) também mostram a degradação de ácido hialurônico 
em bandas com massa aproximada de 41 e 43 kDa para L. intermedia. No presente 
trabalho é possível observar que este perfil se mantém para a espécie em estudo 
e, conforme citado anteriormente, a presença das tags na proteína recombinante 
tornam-na um pouco maior que a enzima nativa, razão pela qual a degradação 
ocorre um pouco acima do padrão característico do veneno de L. intermedia.
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A atividade de degradação de AH também foi verificada pelo ensaio de 
turbidimetria. Esse ensaio é baseado na medida da formação de complexos 
insolúveis entre AH e brometo de cetiltrimetilamônio (Cetavlon). O AH é uma longa 
molécula formada de unidades dissacarídicas negativamente carregadas gerando 
polímeros polianiônicos, conforme mencionado anteriormente. Esses polímeros 
formam complexos e são precipitados por cálions orgânicos de amónio, como 
brometo de cetiltrimetilamônio. Dessa maneira, a turbidimetria medida por 
espectrofotometria é proporcional à quantidade de AH presente na solução, e a 
redução da densidade ótica (D.O.) está associada com a degradação do polímero 
de AH (FERRANTE, Dl, 1956; BERRY, 1965; KENNEDY et al., 1983).
Conforme é possível observar na Figura 21 C, massas decrescentes de 
LiHyal2 foram testadas. A LiHyal2 demonstrou alta atividade de degradação ao ser 
capaz de hidrolisar todo o AH em solução até a proporção de 1:20 w/w 
(enzima:substrato) e degradou cerca de 50% de AH quando 0,5 pg de LiHyal2 foi 
incubada com 20 pg de AH. Esses dados reforçam que o sistema de expressão 
utilizado foi eficaz ao produzir a enzima solúvel e com atividade.
Para verificar a atividade de degradação da LiHyal2 sobre condroitin sulfato 
(CS) uma eletroforese em gel de agarose corada com azul de toluidina foi realizada. 
Neste ensaio, LiHyal2 foi previamente incubada com CS na proporção 1:1 por 16 h 
a 37 °C e então submetida à eletroforese para análise dos fragmentos. A análise do 
gel demonstrou que a enzima possui atividade de condroitinase, além de degradar 
AH (Figura 21 B).
A atividade de condroitinase das hialuronidases de L. intermedia já havia sido 
demonstrada por Silveira et al. (2007b) na enzima nativa e na isoforma 
recombinante produzida por Ferrer et al. (2013). Essa atividade foi conservada na 
LiHyal2.
As hialuronidases são classificadas em três diferentes grupos em relação ao 
tipo de ligação glicosídica que hidrolisam. Elas podem ser Hialuronato 3- 
glucanohidrolase, que clivam as ligações glucuronato |3--(1—>3) do ácido hialurônico, 
podem ser Hialuronato 4-glucanohidrolases que clivam as ligações glucosídicas P- 
(1-»4) em AH e CS, possuindo atividade hidrolítica e de transglicosidase e podem
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ser (1—>4)-p-D-glucuronan liases que clivam o ácido hialurônico na ligação 
glicosídica (3-(1—>4), através da p-eliminação degradando AH, CS e DS. As enzimas 
de mamíferos e de venenos, incluindo a Dhase e a LiHyal2 pertencem ao grupo das 
Hialuronato 4-glucanohidrolases (BOTZKI et al., 2004; STERN, 2004; SILVEIRA, 
RAFAEL BERTONI DA; CHAIM; et al., 2007; GUSHULAK et al., 2012; BORDON et 
a l„ 2015).
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Em A t a primeira coluna representa o padrão de massa molecular. Veneno total de L  intermedia  (10 
pg), na primeira coluna; e LiHyal2 (2 pg), na segunda coluna, foram submetidos à zimografia em 
SDS-PAGE 10% co-polimerizado com 0,17 mg/mL de HA, e posteriormente coloração com Azul de 
Alcian. Em B, Condroitin sulfato purificado (C4S) (5 pg) foram incubados com veneno total de L  
intermedia (primeira coluna) ou LiHyal2 na proporção de 1:1 durante 16 h a 37°C. O controle do CS 
é mostrado na primeira coluna. A degradação foi analisada por eletroforese em gel de agarose 
corado com azul de toluidina. O condroitin sulfato (C4S), dermatan (DS) e heparan sulfato (HS) foram 
utilizados como marcadores de massa molecular e estão mostrados à esquerda da figura. Em C, 
Ácido hialurônico purificado (5 pg) foram incubados com veneno total de L  intermedia (segunda 
coluna) ou LiHyal2 na proporção de 1:1 durante 16 h a 37°C. O controle do AH é mostrado na terceira 
coluna. A degradação foi analisada por eletroforese em gel de agarose corado com azul de toluidina. 
O condroitin sulfato (C4S), dermatan (DS) e heparan sulfato (HS) foram utilizados como marcadores 
de massa molecular e estão mostrados à esquerda da figura. Em D, ensaio de turbidimetria de AH 
com 25 pg de veneno total de L. intermedia (controle positivo) e massas decrescentes de (2, 1 e 0,5 
pg) de LiHyal2. Absorbância medida em 400nm.
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5.5 ANÁLISES DAS ATIV ID AD ES BIO LÓGICAS
Após verificar que a purificação da proteína foi bem-sucedida e manteve a 
condição de solubilidade e atividade, testes biológicos de permeabilidade vascular 
em camundongos e dermonecrose em coelhos foram realizados.
O ensaio de dermonecrose tem como finalidade reforçar a atuação da enzima 
como fator de espalhamento das outras toxinas presentes no veneno uma vez que 
demonstra a participação in vivo das hialuronidases no envenenamento através do 
efeito de espalhamento gravitacional produzido na região de necrose provocada 
pelas toxinas presentes no veneno, principalmente as fosfolipases-D (VUITIKA et 
al., 2013).
A Figura 22 ilustra a resposta às injeções intradérmicas de 2,5 pg de uma 
fosfolipase-D recombinante (LiRecDTI), PBS, 2,5 pg de LiRecDTI associada com 
2 pg da LiHyal2 recombinante e 2,5 pg de LiRecDTI associada com 7,5 pg da 
LiHyal2 recombinante.
A indução de dermonecrose macroscópica na pele do coelho foi observada 
por 3, 6 e 24 h, podendo-se constatar o desenvolvimento das lesões tanto nos 
pontos de aplicação de LiRecDTI sozinha como nos pontos onde houve a 
associação da toxina dermonecrótica com a LiHyal2 recombinante.
No entanto, o tamanho das lesões resultantes foi substancialmente maior 
quando a LiRecDTI foi associada com a LiHyal2 do que quando a toxina 
dermonecrótica foi administrada sozinha. Somado a isso, é possível observar os 
limites do espalhamento gravitacional indicados por flechas grossas em 24 h e um 
significante desenvolvimento de edema indicado pelas setas na Figura 22.
Ainda, a injeção de LiHyal2 sozinha não mostrou desenvolvimento de lesão 
dermonecrótica, todavia foi possível observar a presença de edema e eritema no 
local da aplicação, sintomas que permaneceram até 24 h após a aplicação. A 
hipótese é de que ação hidrolítica da enzima sobre o ácido hialurônico e condroitin 
sulfato presentes nos tecidos da pele do animal geraria pequenos fragmentos 
capazes de induzir resposta inflamatória, uma vez que é sabido que a quebra de
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longas moléculas de HA pode gerar fragmentos que desencadeiam resposta 
inflamatória, caracterizada pela presença dos sinais supracitados (NOBLE, 2002).
As Figuras 23 e 24 mostram os resultados observados na análise histológica 
da pele exposta à ação de PBS, fosfolipase-D recombinante (LiRecDTI) e a 
associação da LiRecDTI com a LiHyal2. Alterações morfológicas podem ser 
observadas 24 h após a inoculação de LiRecDT, tais como a desorganização das 
fibras de colágeno (aspecto que indica edema no tecido conjuntivo da região), 
deposição de fibrina (o que indica presença de exsudato vascular no tecido 
conjuntivo) e maciça presença de leucócitos, indicando forte resposta inflamatória 
local. Todavia, assim como na análise macroscópica da lesão, o tecido tratado com 
a associação LiRecDTI + LiHyal2, a maioria dos efeitos descritos acima foram mais 
pronunciados, particularmente os sinais morfológicos que indicam edema e 
presença de exsudato vascular no tecido conjuntivo. Além dessas alterações 
morfológicas mais acentuadas, as imagens histológicas do tecido tratado com as 
toxinas associadas mostram pontos de necrose tecidual e desorganização das 
fibras musculares com edema no interstício dessas células (aumento no espaço 
perimisial).
A maior parte desses efeitos teciduais já foram descritos tanto para o veneno 
total de L. intermedia como para a enzima dermonecrótica sozinha e em associação 
com a hialuronidase (OSPEDAL et al., 2002; APPEL et ai., 2008, CHAIM et a i, 
2011; VUITIKA et a i, 2013; FERRER et a i,  2013).
Uma vez que a hialuronidase atua como fator de espalhamento de outras 
toxinas do veneno, foi possível comprovar que, assim como a Dietrich's 
hyaluronidase, a LiHyal2 aumentou a área de ação da fosfolipase-D e 
consequentemente seus efeitos deletérios no tecido.
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FIGURA 22- DERMONECROSE EXPERIMENTAL EM COELHO.
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Análise macroscópica de lesões na pele após administração das toxinas. Coluna A: Amostras foram 
aplicadas no centro das regiões indicadas por três pontos, no sentido esquerda direita, respectivamente: 
L iRecDTl (2,5 pg), PBS, L iRecDTl (2,5 pg) associada a LiHyal2 (2 pg), na primeira coluna. Na segunda 
coluna, as amostras aplicadas foram: LiRecDTl (2,5 pg), PBS, LiRecDTl (2,5 pg) associada a LiHyal2 
(7,5 pg). As tesões foram observadas 0, 3, 6 e 24 h após a injeção (cima baixo respectivamente). A 
imagem no canto superior direito representa injeção intradérmica de LiHyal2 {7,5 pg) sozinha fotografada 
24 h após a aplicação. As setas largas apontam para região de espalhamento gravitacíonal das lesões 
necróticas. Na imagem no canto inferior direito, as cabeças de setas indicam o substancial edema 
provocado 24 h após a injeção de LiRecDTl (2,5 pg) associada a LiHyal2 (7,5 pg). As barras de escala 
são indicadas nas figuras.
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FIGURA 23-ALTERAÇÕES HISTOPATOLÓGICAS NA PELE DE COELHOS EXPOSTAS 
A  LiRecDT 1 E LiRecDT 1 +LiHyal2
PBS L iR ecD T l L iR ecD Tl+LiH yal2
As análises histológicas foram realizadas com material coletado após 24 h de inoculação das toxinas 
recombinantes, com secções de tecido coradas com Hematoxilina e Eosina. Em A-D: pele de coelho 
exposta a PBS (controle negativo) mostrando aparência de derme normal. Em E-H: pele exposta a 
LiRecDT1 (2,5 pg). Em l-L: pele exposta a L iRecDTl (2,5 pg) + LiHyal2 (7,5 pg). Nas figuras, E e L 
os asteriscos (*) e pontas de flechas (A )  indicam a desorganização dos feixes de colágeno e 
deposição de fibrina, respectivamente, e a seta amarela na figura I indica uma área de necrose. Nas 
figuras C, G e K, as setas largas em preto destacam o aspecto das fibras musculares após a 
exposição da pele com PBS, L iRecDTl e L iRecDTl + LiHyal, respectivamente. Na figura F, a seta 
larga em azul aponta para uma banda densa de leucócitos presentes na derme. Nas figuras H, J e 
L, as setas finas em preto indicam leucócitos acumulados em vasos sanguineos e, na figura D, a 
seta fina em azul indica um vaso sanguíneo de aspecto normal. A  ampliação das figuras é de 200x 
e as barras de escala (100 um) são mostradas à direita.
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FIGURA 24-DETALHE DOS ACHADOS HISTOPATOLÓGICOS DA AVALIAÇÃO DE 
ALTERAÇÕES HlSTOPATOLÓGICAS EM PELE DE COELHO EXPOSTA À  LiRecDTI + LiHyal2.
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A análise microscópica de secções de tecido de pele de coelho 24 h após as injeções intradérmicas 
de LiRecDTI (2,5pg) combinada à LiHyal2 (7,5 pg) mostra em A e B intenso edema com 
desorganização dos feixes de colágeno (*), deposição de fibrina (A) e áreas de necrose na derme 
indicadas pelas setas amarelas. Em C, as setas largas em preto destacam a intensa desorganização 
das fibras musculares e deposição de fibrina (A). Em D, as setas finas em preto indicam leucócitos 
acumulados margeando o vaso sanguíneo e deposição de fibrina (A) A  ampliação das figuras é de 
400x e as barras de escala (100 pm) são mostradas à direita.
De maneira a avaliar o efeito sinérgico de LiHyal2 com LiRecDTI na 
permeabilidade vascular, ensaios de permeabilidade vascular de camundongos 
Swiss foram realizados (Figura 25), Neste ensaio o efeito foi observado pelo 
extravasamento de corante Azul de Evans no compartimento extra vascular da pele, 
conforme mostrado nas imagens representativas (n=5).
Ao comparar a área de extravasamento do corante induzida pelas toxinas 
associadas com a área induzida pela LiRecDTI sozinha, fica evidente o aumento 
da difusão do corante causado pela hialuronidase quando essa foi associada a 
LiRecDTI, indicando maior disseminação da fosfolipase-D no tecido. Também é
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possível verificar que não há mudança na permeabilidade vascular com a 
inoculação de PBS (controle negativo).
Em relação a atividade residual de extravasamento observada quando da 
aplicação de LiHyal2 sozinha, uma vez que a enzima tem atividade de quebra de 
ácido hialurônico (também encontrado na matriz do endotélio) (DAVIS; SENGER, 
2005) um aumento na permeabilidade dos vasos e consequente extravasamento de 
corante é justificado. Essa resposta observada em relação ao aumento da 
permeabilidade vascular pode estar relacionada também com a presença de 
fragmentos de AH e CS do tecido gerados pela ação enzimática da LiHyal2 uma 
vez que, como mencionado anteriormente, é sabido que produtos de degradação 
de AH podem atuar como sinalizadores de lesão tecidual e iniciar uma resposta 
inflamatória local (NOBLE, 2002).
FIGURA 25-ENSAIO DE PERMEABILIDADE VASCULAR EM CAMUNDONGOS.
Capacidade da proteína recombinante LiHyal2 de aumentar a permeabilidade vascular causada pela 
LiRecDT 1 em camundongos. Imagens no sentido esquerda direita representam a aplicação de 
PBS, LiHyal2 (2 pg), L iRecDTI (2,5 pg) e LiRecDT1+LiHyal2 (2.5 pg / 2 pg). respectivamente. As 
barras de escala são indicadas nas figuras.
A LiHyal2 foi capaz de intensificar os efeitos patognomônicos desenvolvidos 
pela fosfolipase-D recombinante (L iR ecD H ) em pele de coelho in vivo, por ter 
aumentado a sua difusão no tecido, bem como aumentar a permeabilidade capilar 
em camundongos, ratificando sua função como “fator de espalhamento" de outras 
toxinas presentes no veneno de L. intermedia.
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Ainda que a função desempenhada como fator de espalhamento de toxinas 
presentes no veneno já tenha sido demonstrada pela isoforma produzida em 
sistema procarioto, a atividade da isoforma produzida em sistema eucarioto foi 
capaz de produzir com 2,5 ng de proteína, as mesmas reações de espalhamento 
gravitacional em pele de coelho observadas com 10 (.ig da enzima DHAase 
produzida em sistema procarioto (FERRER et al., 2013).
Tal discrepância poderia ser explicada pelo sistema de expressão utilizado 
em LiHyal2, uma vez que em sistemas de expressão eucariotos, a produção da 
enzima com as modificações pós-traducionais proporcionadas pelas organelas 
presentes nesses organismos sugere que essas enzimas possuam forma, 
conformação e atividade mais próximas das enzimas nativas.
Embora ensaios de dicroísmo circular e cristalização não tenham sido 
realizados, o fato da enzima ter sido planejada de maneira a conter o peptídeo sinal 
de endereçamento ao retículo e expressa em células de inseto, que realizam os 
processos de glicosilações complexas observados em eucariotos, é possível inferir 
que a proteína foi expressa em conformação mais próxima à nativa que a DHAase.
Tal observação ganha mais credibilidade quando trabalhos comparam as 
atividades de hialuronidases produzidas nos diferentes sistemas de expressão 
(procarioto e eucarioto). Soldatova et al. (1998) demonstram que a hialuronidase de 
abelhas (Api m2) expressa em células de inseto infectadas por baculovírus 
desempenha atividade biológica superior à mesma enzima produzida em E. coli, 
atribuindo essa diferença à N-glicosição realizada pelas células de inseto infectadas 
com o baculovírus recombinado, uma vez que sistemas procariotos não são 
capazes de produzir proteínas N-glicosiladas e a comprovação da N-glicosilação da 
proteína recombinante foi confirmada pela massa molecular em SDS-PAGE e 
análise dos aminoácidos em HPLC. A confirmação da semelhança do conteúdo de 
mono e oligossacarídeos presentes na enzima nativa e na enzima recombinante 
produzida em célula de inseto também foi verificada. Por meio de ensaios de 
eletroforese de carboidratos e HPLC, Soldatova et al. (2007) confirmaram que a 
enzima recombinante possui a composição de carboidratos semelhante à relatada
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para a enzima nativa, demonstrando assim a eficácia do sistema em produzir 
proteínas com características mais próximas as nativas.
Biner et a i  (2015) também observaram uma maior atividade enzimática da 
hialuronidase nativa de Cuppienius salei (CsHyal) ao comparar essa forma isolada 
do veneno bruto à forma recombinante redobrada da enzima produzida em 
bactérias. A demonstração de que a atividade de uma hialuronidase humana (hHyal- 
1) só é completa quando a glicosilação em N350 está presente, reforça a ideia de 
que a N-glicosilação é de fato essencial para a atividade hialuronidásica (ZHANG 
et al., 2009).
A estrutura primária da LiHyal2 mostra três locais possíveis de N-glicosilação, 
que provavelmente são importantes para sua atividade, sem mencionar as outras 
modificações pós-traducionais já discutidas, que são certamente cruciais para a 
atividade completa dessa enzima.
5.4 INIBIDOR DE ENZIMAS QUE DEGRADAM MATRIZ EXTRACELULAR
O uso de inibidores de enzimas consideradas "fatores de espalhamento" 
(hialuronidases e metaloproteases) de outras toxinas presentes nos venenos 
animais, parece ser uma interessante abordagem como tratamento adjuvante ao 
envenenamento, não apenas por reduzirem os danos teciduais locais, 
especificamente a dermonecrose no loxoscelismo, mas também por retardar a 
disseminação de toxinas sistêmicas e ainda atenuar as reações adversas 
ocasionadas pela terapia com antissoro (YINGPRASERTCHAI et al., 2003; 
KEMPARAJU; GIRISH, 2006b; GIRISH, K.S.; KEMPARAJU, 2006; GIRISH; 
KEMPARAJU, 2007; GIRISH et al., 2009; SRINIVASA et al., 2014).
Diversos estudos têm buscado encontrar moléculas capazes de inibir a 
atividade dessas enzimas em venenos (GIRISH; KEMPARAJU, 2005; MACHIAH et 
al., 2006; RUCAVADO et al., 2008). O uso de N-acetilcisteína (NAC) como 
adjuvante ao tratamento do envenenamento por serpentes e abelhas foi verificado 
por Barone et al. (2014) em Bothrops e Crotalus sugerindo ser um bom agente 
adjuvante para redução dos danos renais resultantes da ação desses venenos e
91
por Sunitha et a i  (2011) que observou a redução na atividade hemorrágica 
provocada pelo veneno das serpentes Echis carinatus e Vipera russelli, inibição 
das atividades metaloproteásica e hialuronidásica desses venenos e inibição da 
atividade hialuronidásica no veneno de abelha.
Em virtude do exposto, a ação inibitória da NAC frente a essas enzimas que 
atuam como fatores de espalhamento no veneno total de Loxosceles 
(hialuronidases e metaloproteases) e frente à LiHyal2 foi testada.
Como é possível observar na Figura 26 A e B, o NAC mostrou-se eficiente 
na redução da atividade hialuronidásica do veneno de Loxosceles laeta e da 
LiHyal2. Quando testado com veneno total, NAC inibiu em cerca de 70% a atividade 
de hidrólise de AH na proporção de 1:15 veneno:NAC (w:w) (Figura 27 B). 
Resultado semelhante foi observado quando testes com a LiHyal2 purificada foram 
realizados. Quando a inibição foi testada com 0,5 pg de LiHyal2 uma proporção de 
1:5 LiHyal2:NAC (w:w), a NAC foi capaz de inibir a atividade da enzima em cerca 
de 40% (Figura 27 A). Ainda que a inibição não tenha sido completa, essa resposta 
parece aumentar quando as proporções de NAC, tanto para o veneno total como 
para a LiHyal2, também aumentam.
A atividade de inibição de metaloproteases no veneno de Loxosceles 
intermedia pode ser observada na Figura 28. As bandas brancas contra o fundo 
azul mostram a atividade de degradação da gelatina copolimerizada ao gel de 
poliacrilamida. A  atividade parece ter sido 100% inibida com a proporção de 1:5 
veneno:NAC (w:w) em comparação ao controle positivo (veneno total).
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FIGURA 26-INIBIÇÃO DA ATIVIDADE HIALURONIDÁSICA NO VENENO TOTAL DE L. laeta E 
_________________________________ EM LiHyal2 PELA NAC_________________________________
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laeta










(1/2 ) 11/5) (VIS) 11/25)
AHtLiHyal/NAC
Inibição da atividade hialuronidásica. As colnas em verde representam os controles de interação 
entre o inibidor NAC e o substrato (AH). As colunas em rosa representam os controles de degradação 
sem o inibidor NAC. As colunas em cianos representam as amostras incubadas com o inibidor NAC 
37 C por 15 min antes da incubação com 25 pg do substrato (AH).
Em A: AH+NAC (25 pg de AH incubado com 625 pg de NAC); Veneno total de L. laeta (25pg de 
veneno total de L  laeta incubado com 25 pg de AH); HA+Ven L  /aefa/NAC (25 pg de veneno total 
de L  laeta nas proporções 1/10, 1/15, 1/20, 1/25 Ven/NAC (m/m)). Em B: AH +NAC (25 pg de AH 
incubado com 12,5 pg de NAC) AH+LiHyal2 (0,5 pg de LiHyal2 purificada incubada com 25 pg de 
AH); AH+LiHyal2/NAC (0,5 pg de LiHyal2 purificada nas proporções 1/2,1/5, 1/15, 1/25 LiHyal2/NAC 
(m/m)).
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FIGURA 27-PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO DA ATIVIDADE HIALURONIDÁSICA NO VENENO
TOTAL DE L. laeta E EM LiHyal2 PELA NAC
A B
Porcentagem de Inibição da atividade hialuronidásica, Os pontos em verde representam os controles 
do inibidor NAC, Os pontos em rosa e amarelo representam os controles negativos de inibição de 
LiHyal2 e Ven total de L. laeta , respectivamente. Os pontos em cianos representam as amostras 
incubadas com o inibidor NAC 37 C por 15 min antes da incubação com 25 pg do substrato (AH). 
Em A: ponto rosa refere-se a 0,5 pg de LiHyal2 purificada incubada com 25 pg de AH; ponto verde 
refere-se a 25 pg de AH incubado com 12,5 pg de NAC; pontos ciano referem-se a LiHyal2/NAC (0,5 
pg de LiHyal2 purificada com as proporções 1/2, 1/5, 1/15, 1/25 LiHyal2/NAC (m/m).
Em B: ponto amarelo refere-se a 25 pg de Veneno total de L. laeta incubada com 25 pg de AH; ponto 
verde refere-se a 25 pg de AH incubado com 625 pg de NAC; pontos cianos referem-se a 25 pg de 
veneno total de L. laeta incubado com as proporções 1/10, 1/15, 1/20, 1/25 Ven/NAC (m/m).
FIGURA 28-INIBIÇÃO DA ATIVIDADE GELATINOLÍTICA DO VENENO DE L  INTERMEDIA  PELA
NAC
1 2 3 4 5 6
Inibição da atividade metaloproteásica com NAC em zimograma co-polimerizado com gelatina^ 
Amostras submetidas a eletroforese em condições nâo-redutoras. Em 1: veneno total de L. 
intermedia (20 pg). Em 2: NAC (300 pg), como controle negativo. Em 3, 4, 5 e 6 amostras de veneno 
total de L. intermedia  (20 pg) pré-incubados com NAC a 37°C por 15 min antes da eletroforeses nas 
proporções 1:2; 1:5; 1:10; e 1:15, respectivamente.
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Ambos os achados corroboram com a atividade de inibição de fatores de 
espalhamento pela NAC observada em diferentes venenos animais (SUNITHA et 
al., 2011; SUNITHA. et al., 2013). Uma vez que se tratam de venenos de diferentes 
animais, as proporções de NAC utilizadas para inibição total ou parcial desses 
venenos é diferente, bem como as proporções para inibição de diferentes enzimas 
também o é.
Para inibição de mais de 50% da atividade hialuronidásica no veneno de 
abelha foi necessário o uso de uma proporção de 1:8 veneno:NAC (m:m) (SUNITHA 
et al., 2011) enquanto que para a inibição do veneno de L. laeta a proporção 
necessária de NAC foi maior. Apesar de ambas hialuronidases pertencerem à 
mesma classe de Hialuronato 4-glucanohidrolases (BORDON et al., 2015) e o 
alinhamento tenha demonstrado a conservação de cisteínas e dos resíduos do sítio 
catalítico, a presença de resíduos pouco conservados observados entre as 
diferentes sequências - como por exemplo a presença de uma região EGF na 
LiHyal2 que não está presente na hialuronidase de abelha, citada anteriormente -  
são alguns dos fatores que contribuem para a singularidade das proteínas, incluindo 
a necessidade de maiores concentrações de inibidores.
As propriedades bioquímicas inerentes às proteínas, como pH e temperatura 
ótima de ação, são relevantes uma vez que não há um consenso sobre o 
mecanismo padrão pelo qual o NAC inibe essas enzimas, ainda que exista a 
suposição do envolvimento de resíduos conservados do sítio ativo. Sunitha et al. 
(2013) e Sunitha et al. (2011) ao realizarem docking das hialuronidases humana e 
de abelha (PDBID: 1FCQ) (respectivamente) com NAC, sugerem que interações 
hidrofóbicas e a formação de ligações de hidrogênio entre NAC e aminoácidos do 
sítio ativo induz alterações nos ângulos phi e psi da Asp129 da hialuronidase 
humana podendo desempenhar um papel significativo no mecanismo de inibição 
pela NAC. Em contrapartida, a inibição da hialuronidase de abelha pela NAC parece 
estar relacionada com a alteração na atividade catalítica da hialuronidase através 
da formação de pontes de H entre os átomos de N protonados dos grupos -NHCO- 
CH3 e -SH da NAC com um oxigênio do Glu113, resíduo que atua como doador de
95
prótons para o grupamento N-acetilcarboxil do ácido hialurônico, no mecanismo 
ácido/base responsável pela hidrólise do AH.
Diferente do mecanismo proposto para inibição das hialuronidases, a inibição 
da metaloprotease parece estar relacionada com a presença de pontes dissulfeto e 
a quelação do Zn2+ pelo grupamento tiol da NAC. Essa interação da NAC e do Zn2+ 
no sítio catalítico foi confirmado por docking entre a NAC e a melatoprotease de 
Bothrops (bothropasin PDBID: 3DSL) ao mostrara interação do grupo -SH da NAC 
com o íon zinco no sitio de clivagem (SUNITHA et al., 2011).
Uma vez que a NAC pode atuar por diferentes mecanismos de ação incluindo 
a interação com resíduos do sítio catalítico, metais que coordenam a atividade 
catalítica e a redução das pontes dissulfeto em proteínas (SUNITHA et al., 2011; 
SAMUNI et al., 2013). Não há como afirmar o exato mecanismo pelo qual a NAC 
está inibindo as enzimas dos venenos loxoscélicos.
Ainda, para elucidar qual o exato mecanismo envolvido na inibição 
enzimática das metaloproteases e hialuronidases presentes no veneno das aranhas 
do gênero Loxosceles, mais estudos devem ser elaborados.
De qualquer maneira, independente do mecanismo pelo qual a molécula 
inibe essas enzimas, suas inibições por uma droga que já possui seu uso clínico 
aprovado há mais de 30 anos e estudos farmacocinéticos, farmacodinâmicos e de 
toxicidade bem estabelecidos (KELLY, 1998; MILLEA, 2009), tornam promissor seu 
uso como adjuvante ao tratamento contra o loxoscelismo.
O desenvolvimento de tratamentos adjuvantes para inibição/redução da 
atividade das hialuronidases no loxoscelismo vem ao encontro da necessidade de 
se encontrar um tratamento eficaz para uma doença de importância pública, 
principalmente nas áreas endêmicas de notificação de acidentes com aranhas do 
gênero Loxosceles. Assim, os resultados apresentados da atividade de inibição do 
veneno loxoscélico e da LiHyal2 pela N-acetilcisteína abrem uma nova perspectiva 
de estudos futuros para a melhora dos tratamentos existentes.
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6. Conclusão
O crescente aumento no número de notificações de acidentes por aranhas 
do gênero Loxosceles e as implicações clínicas do loxoscelismo reforçam a 
importância do estudo das toxinas presentes no veneno dessas aranhas. As 
hialuronidases são toxinas presentes no veneno que atuam como fator de 
espalhamento das demais toxinas implicando no aumento dos efeitos locais e 
sistêmicos observados no loxoscelismo. O presente trabalho descreveu a obtenção 
de uma nova isoforma recombinante de hialuronidase de L. intermedia em sistema 
eucarioto utilizando células de inseto (Sf9) e baculovírus que foi denominada de 
LiHyal2.
O sistema foi capaz de expressar com sucesso a enzima solúvel e ativa na 
degradação de ácido hialurônico e condroitin sulfato em ensaios de zimograma, 
turbidimetria e degradação de agarose, tal qual a isoforma produzida em E. coli 
(Dietrich's's Hyaluronidase) e a enzima nativa.
A  LiHyal2 compartilha 99% de similaridade com a isoforma Dietrich’s 's  
hyaluronidase apresentando uma diferença em quatro resíduos de aminoácidos, 
sendo duas substituições não conservativas na sequência madura da proteína. A 
LíHyal2 também possui resíduos conservados entre diferentes espécies, incluindo 
hialuronidases de abelha, aracnídeos, escorpião e humana. Esses resíduos em 
posições semelhantes nas sequências primárias estavam relacionados com os 
resíduos do sítio catalítico de interação com o substrato e resíduos aromáticos 
característicos de proteínas que se ligam a açúcares.
O modelo molecular predito da LiHyal2 utilizando as estruturas cristalizadas 
de hialuronidase humana (hHyal-1) e hialuronidase de abelha (Api m2) mostrou uma 
estrutura com muitas semelhanças entre as estruturas de Api m2 e hHyal-1 - 
incluindo um domínio semelhante ao EGF e a localização das pontes dissulfeto de 
na mesma posição entre LiHyal2 e hHyal-1, e a localização dos resíduos do domínio 
catalítico das três enzimas no mesmo loop quando foram sobrepostas.
LiHyal2 foi reconhecida pelos anticorpos para as etiquetas adicionadas a 
sequência da proteína (Epitopo-V5 e 6xHis tag) e pelo soro anti-veneno de L.
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intermedia além de reatividade cruzada frente a outras espécies de Loxosceles (L. 
laeta, L. gaucho) demonstrando a conservação de epítopos da nova isoforma.
A confirmação de sua atuação como fator de espalhamento foi mostrada por 
ensaios de dermonecrose em coelhos e permeabilidade vascular em camundongos. 
Em ambos LiHyal2 aumentou os efeitos deletérios causados pela fosfolipase-D 
recorri bina n le (LiRecDTI).
A capacidade da N-acetil cisteína (NAC) de inibir a atividade enzimática de 
hialuronidase e metaloprotease (fatores de espalhamento) dos venenos de aranhas 
do gênero Loxosceles também foi observada por ensaios de zimograma 
copolimerizado com gelatina e turbimetria para ácido hialurônico.
Uma vez que essas enzimas participam de diversos processos fisiológicos e 
patológicos e estão diretamente relacionadas com o agravamento dos danos 
causados pelas demais toxinas do veneno de Loxosceles, a expressão da enzima 
em sistema eucarioto, possuindo as modificações pós traducionais de pontes 
dissulfeto e N-glicosilação (tornando-a mais próxima da sua configuração nativa), 
bem como o estudo de uma molécula segura capaz inibir sua atividade pode 
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